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第1章 緒 口
Jerneの免疫 ネッ5ワ ー ク仮説に よれば,「 生体は 自己抗原に対応 した クロー ンを抑制制 御す
る過程を通 じて,新 しい クロー ンを生みだ し,無 限に近い抗原系に対 応 した クロー ンか ら成 る免
疫系 を完成で きる」 とい う。1)この仮説が全て正 しいか否かは未だ証 明 されていないが,免 疫担
当T細 胞上 の抗原 レセプターの存在 が明 らかに された現在,非 自己抗原 に対応す る レセプ ターを
有 したT細 胞 が中心 となり,自 己のMajorhistocompatibilitycomplex(MHC)
の認識を基盤 に して,複 雑か つ功妙 な免疫 ネ ッ トワークを形成 し,異 物 の排除 を行 って いること
2-7)は
,多 くの研究者 によ り確か め られて いる事実 である。
免疫応答は本来,マ クロフ ァージ(Mφ)の 貧食 作用に代 表 されるよ うに,ア メーバ ーの飲食
運動や イソギ ンチ ャクの異物 に対す る収縮運 動に類 似の非常 に単純 な異物排除機構 と して成立 し
た もの と思 われ る。 しか し,進 化 の過程で対応抗原 が複雑化 し,こ れに対応す べ くT細 胞やB細
胞 が生 まれ,さ らには,生 体 の免疫 応答 の恒常性 を保つべ く,各 種 のT細 胞亜群(helperT細
胞,supPessorT細胞,killerT細胞)が 生 まれた ものと考 え られ る。
このよ うな異 物排 除機構 と して生 まれた免疫 機構 を癌 の治療へ応用 しよ うと考 えた場合,一 つ
の大 きな疑問 が生 ずる。 それは,「 生体 は本当に免疫監視機構 によ り,自 己の正常細胞か ら生 じ
た腫瘍 を非 自己と見な して免疫 応答 を示す のか?」 とい うことである。癌細胞 に存在す る
oncogeneを正常 細胞 に移入 し,新 しく発現 され る癌抗原 に対 して,免 疫担 当細胞 が反応を示す
とい う証明が成 されていない現在,大 手 をふ って 「yes」とこの間 に答 える ことはで きない。 しか
し,モ ノ クローナル抗体 によ って,正 常 細胞 には存在 しない抗原 が癌細胞 表面 に存在す ることや8)
自己腫瘍 に浸潤 した リン・xe球群 の中に,自 己腫 瘍に対 してeytotoxicityを示すkillerT細胞9)
が存在するとい う事実は,癌 細胞には正常細胞 とは異なった抗原が存在 し,担癌宿主の免疫担当
細胞は自己腫瘍に対する免疫応答を示すことができるということを強 く示唆する。
生体の免疫調節機構は周知のように,B細 胞により産生 される抗体を介した体液性免疫と,
killerT細胞に代表される,細胞そのものによる異物排除である細胞性免疫から成 り立 ってい
る。癌の免疫療法を考えた場合にも,この二つの方向が考えられ,一 つはモノクローナル抗体を
使用 した癌の ミサイル療法であり,10)また,今一つは,抗腫瘍エフェクター細胞の活性化,ま た
11)は移入により担癌宿主の抗腫瘍能を高め癌の治療を期待する方法である
。
筆者は後者の立場をとり,担癌宿主において,い かに して効果的に自己腫瘍に対する抗腫瘍活
性発現を促すかを究極的目的として実験にとりくんだ。
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1970年代,腫 瘍免疫 におけ る主役はkillerT細胞であ ると考 え られ,腫 瘍 に対する特異 的
免疫に関す る研究 がな された。12'13)しか し,自 己腫瘍 に対す るkillerT細胞 の誘導は簡単な
ものではな く,ま た誘導 された と して も,そ の活性 は低 く,癌 の治療 に用い るだける強 い活性 を
有 したkiller細胞 を大量に得 ることは不 可能 であ った。 また一 方では,BCGに 始 まる,い わ
ゆる免疫 賦活斉1」による非特異 的な免疫療法 も押 し進 め られ,macrophage(Mφ)1415)や
naturalkiller(NK)細胞16'17)が注 目を浴 びた。 しか し,い ず れの場合 にも期待 され たほ ど
の成果 を上 げるこ とはできず,細 胞性免疫 による癌 の免疫療法 は暗黒 の時代へ と突入 した。
この暗黒 の中に一点 の光 を投 げかけたのが1977年 の 「interleukin2(IL2)によ って
killerT細胞 を長期培養で きる」 とい う報告で あ った。18)従来,T細 胞 はinvitroの条件下
では長期培養す ることは不可能 であると考 え られてお り,当 然 のことなが ら,腫 瘍 に対 して
cytotoxicityを示すkillerT細胞 をinvitroで培養す ることは困難 なことで あ った。 しか
し,1976年,Morganらは,ヒ ト末梢血 リンパ球をphytohemagglutinin(PHA)で刺激す る
ことに よ って,T細 胞を分 裂増 殖 させ ることがで きる因子,IL2が 産生 され ることを報告 した醤)
GillisとSmithは,こ の事実に注 目 し,翌1977年,ヒ ト白血病細胞に対す るkillerT細
胞 をIL2を 用いて長期培 養す ることに成功 した ことを報告 した。
IL2発 見の意義 は,も ちろん,B細 胞 の活性 化 機構の解明 に比べ遅れを とっていた,T細 胞
活性化 の メカニズ ムが一一個 のT細 胞 クロー ンと物質 の レベルで解明が進 むよ うにな った ことにあ
る。 しか し,も う一・つの重要な意義 は,細 胞性 免疫 によ る癌の免疫療 法実現 の夢を再び免疫 学者
た ちに思 い起 こさせ て くれた ことにあ る。
IL2はhelperT細 胞 由来 の免疫調節 困子 であ り,invitroにおいて は,(1)T細胞 の分裂
増殖 の促進,20)(2}killerT細胞 の誘導 の増強,21)(3)抗体産生 の増強,n)(4)分化 の誘導,es)(5)
lymphokine-aetivatedkiller(LAK)細胞の誘導等24)の様々な免疫調節機能を有 してい る。
従 って,も しIL2がbiologicalresponsemodifier(BRM)として,invivoに おいても
作用 しうることがで きれば,免 疫抵抗力の低 下 した担癌生体の抗腫瘍活性 を人為的に制御で きる
か も しれ ない。
そ こで筆者 は,IL2のinvitro及 びinvivoにおける作用を明 らかに し,さ らにはIL2
が癌 の免疫 療法へ応用可能であ るか否 かの知見を得 るために本研究 を行 った。
第2章 ではIL2産 生 とIL2を 用いたkillerT細胞の長期 培養 について述 べ,第3,4章
では,IL2のmitogenicな効果 とIL2応 答性細胞 のontogenyについて述 べ る。 また第5章
ではIL2を 用 いたマ ウス及 び ヒ トLAK細 胞 の誘導 と性状 にいつて論述 し,第6章 ではマ ウス
LAK細 胞 に反応性 のモノク ローナル抗体 を用いたLAK細 胞 の腫蕩 認識 機構の解 明について述
べる。
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筆者 によ って も,IL2のinvitroに おける種 々の生理活性につ いて は明 らか にされ たもの
の,癌 の免疫療法 にIL2を 応用す る ことを考 えた場合,ま ず始めに,皿,2がinvivoに おい
て もinvitroと同様の作用 を示 し得 るか否か につ いて確か めなければい けない。 しか し,in
vivoのIL2活 性を測定 す る方 法 は,Cheeverらのcongeneicマウスを用 いた方法za)しかな
く,さ らに簡便 な方法 の確立 が必要 と され る。 そこで,第7章 では,筆 者が新 しく開発 したin
vivoIL2活性 の測定法 につ いて述 べ,さ らに,こ の方法を用い,ど のような投与方法が,最 も
効果的 なIL2のinvivo作 用発現 のため に良 いか について も論述 す る。
当初 は,invivoの実験 において は大量 のIL2を 必要 とす るため,IL2の 癌 免疫療 法への
応用を検討す ることも非常に困難で あ った。 しか し,近 年の遺伝子組み変え技術の進歩によ り,
工L2のc-DNAも 決定 され,現 在では純粋 なrecombinantIL2(r-IL2)が大量に給
供 され るよ うにな った。26・M)第8章で は,r-IL2とLAK細 胞の併 用によ る局所での癌 免疫療
法 モデルの確i立と,γ 一IL2のsystemieなadoptive-chemoimmunotherapy(ACIT)の増
強効果について述 べ,本 研究の課題であ る 「IL2が 癌の免疫 療法に応用可能であ るか否か」に
ついて考察す る。
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第2章Interleukin2に よ るkillerT細 胞 の 長 期
培 養
第1節 序 論
腫瘍免疫 におけるinvivoエフェクター細胞 と してはkillerT細胞,Mφ,NK細 胞,K細
胞等が知 られて お り,そ の中で も特 に腫瘍細胞 に対 して特異 的なcytotoxicityを示すkiller
T細 胞 が重要 な役割 を演 じると考 え られてきた。事実,あ る系 においてはkillerT細胞 の移入
によ って癌 の治療が 可能で あることも報告 されて いる。27-3。)しか なが ら,一 般 に,同 系腫瘍 に
対す るkillerT細胞 の誘導 は簡単 なものではな く,強 い活性 を有 したエ フェクター細胞 を大量
に得 ることはで きなか った。
しか し,1976年,Morganらは ヒ ト末梢血 リン・xo球をPHAで 刺激す る ことによ って,T細
胞の分裂増殖を促す可溶性 因子,interleukin2が産生 され,IL2を 用 いる ことによ ってin
vitroでのT細 胞の長期培養 が可能で あることを示 した。19)GillisとSmithはこの現象 をさら
に応用 し,ヒ ト白血病細胞に対するkillerT細胞をinvitr。で 長期培養 で きる ことを報告 し,
IL2の 癌免疫療法へ の応用性を強 く示唆 した。18)
本章で は,ラ ッ ト,マ ウスIL2の 産生 について基礎 的な検 討を試 み,そ の後 に,マ ウス同種
白血病細胞RADA1及 び同系腫瘍BMC2に 対す るkillerT細胞 の長期培養 につ いて も述 べ,
長期培養 したkillerT細胞 の抗腫瘍活性 について検討す る。
第2節IL2の 産 生
ラ ッ ト脾細胞(5×106/nf)をc。ncanavalinA(ConA)で刺激48時 間後 の培養上清 中の
IL2活 性 を測定 した。IL2活 性測定 に用い たIL2依 存性T細 胞 ク ロー ンT572はC57BV6
マ ウスConAblast由来のものであ る。T572(105)をRPMI培 地,ConA添 加RPMI培 地
および ラッ ト脾細胞 の培養上 清を加えて培養 した場合に は,い ずれ の場合 にも経時的 な著 しい細
胞 数の減 少が認め られた。 これ に対 し,C。nA刺 激 ラッ ト脾細胞培養上清を加え た場合 には4日
間で約10培にT572が 分裂増殖す ることが確認 された(図2-1)。
T細胞 増殖活性を有 したIL2の 産生kinetiesについて次 に検討 したところ,IL2産 生 は
ConA刺激後10時間後に既に認め られ,48時間後を ピークと し,以 後経時的 に減少す ることが 明
らか とな った(図2-2)。
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第3節 各 種 リンパ 系 細 胞 に よ るIL2の 産 生
SDラ ット脾細胞,
養上清中のIL2活 性を測定 したところ,脾細胞,
024487296(hr,
ThegrovthofT572cells
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Fig、2-2.Thekineticsof
TCGF(IL2)production・
リン・・o節細胞,及 び胸腺細胞を10μ9/nfのConAで刺 激,48時 間後の培
リンパ 節においては強い活性 を有 したIL2
の産生 が認め られたが,胸 腺 細胞 においては全 くIL2の 産生が認め られなか った(図2-3)。
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第4節ConA刺 激T細 胞1こよ るIL2の 吸 収
ConA刺激24時 間 後 のマウスT細 胞(5x107)とIL2を23℃ で1時 間incubateし,Con
Ablastが細胞表面 の レセプターを 介 してIL2を 吸収 しうるか否 かについて検討 した。 その結
果,対 照細胞 と して用 いたEL4白 血病 によ っては全 くIL2の 吸収 は認め られなか ったが,
C。nAblastによ って,IL2活 性 は殆 んど吸収 された(図2-4)。
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第5節 各 種 ラ ッ ト及 び マ ウ ス に お け るIL2産 生
各系統 の ラッ ト及びマ ウス脾細胞 をConAで 刺激 し,48時間後 の培 養上清 を得,各 動物 の
IL2産 生 能を比 較検 討 した。 その結果,ラ ッ トにおいては,い ずれの場合 に も,培 養上 清中に
強 いIL2活 性 が認め られたが,マ ウス脾細胞培 養上清中には殆ん どIL2活 性 が認め られなか
った(表2-1)。 しか し,マ ウスIL2の 産生kineticsを調 べた結果,ConA刺 激20時 間
後 にマ ウスIL2の 産生 は最大に達 し,以 後,急 激に減少す ることが明 らか とな った(図2-5)。
マ ウスIL2と ラ ッ トIL2の 産生 のkineticが異な るのは,マ ウス脾細胞 と ラッ ト脾細胞 の
ConAに対 する応答性 の違 いに起 因す ると思わ れる。 すなわ ち,マ ウス脾細胞 は ラッ ト脾細胞 に
比 べConAに対 して高 い応答性 を示 し,ConA刺 激20時間後 にはIL2レ セプターを保有 した細
胞 の活発 な分裂増殖 が開始 され,培 養上清 中のIL2を 消費す るため・反応48時間後 のマ ウス脾
細胞培養上清 中には,ラ ッ トの場合 とは異 な り,IL2活 性 が検 出できない もの と思 われ る。
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第6節 同 種 白 血 病 細 胞 に 対 す るkillerT細 胞 の 長 期 培 養
C57BL/6マ ウスをA系 マウス由来 白血病細胞RADA1で 二 回免疫 し,RADA1に 特異的
に作用す るkillerT細胞 を誘導 し,工L,2の存 在下で長期 培養す ることを試 みた。 その結果,
killerT細胞 は5日 間で約10倍の割合で分裂増殖を繰 り返 し,5ケ 月 間培養 して も,そ の
cytotoxicityは失 なわれ ることな く,む しろ増強 されて維持 された(図2--6)。
また,killerT細 胞 誘導の際の抗原量のkillerT細胞長期 培養 におよぼす影響 について検
討 した ところ,killerT細胞誘 導の際の抗原 量が多いほ ど,強 い活性 を維持 したままkiller
T細 胞を長期 間培養す ることがで きた(表2-2)。
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第7節 同 系 腫 瘍 に 対 す るkillerT細 胞 の 長 期 培 養
C57BL/6マウス脾細胞 をmitomyeinC(MMC)処 理 した同系腫 瘍BMC2と 混合 し,6
日間のmixed-lymphoeytetumorreaction(MLTR)を行 いBMC2に 対 す るkillerT
細胞 を誘導 し,IL2の 存在下で長期培養で きるか否かを検 討 した。 その結果,ア ロ抗原 に対す
るkillerT細胞の場合 とは異 なり,同系腫瘍BMC2に 対す るkillerT細胞の長期培養は非常 に
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困難 であ り,IL2の 存在下 で培養20日後 には著 しくcytotoxicityが減 少 した(図2-7)、
第8節 長 期 培 養killerT細 胞 のinvivo抗 腫 瘍 効 果
IL2の 存在下,14日間 にわた りinvitroで維持 されたBMC2に 対す るkillerT細胞 が
実際に,invivoに おいても抗腫瘍効果 を示 しうるか否 かをwimnテ ス トを用 いて検 討 した。
C57BL/6マウスに104個のBMC2をSC接 種 した場合♪50日後 には腫瘍 の大 きさは23rmic達
した。 また,104個 のBMC2に2×106個 の正常 マウス脾細胞 を混 じてSC接 種 した場合に も腫
瘍 の増殖 は抑制 されず,む しろ増強 された。 これ に対 して,invitroで培養維持 され たkiller
T細 胞株 を200:1の割合 でBMC2に 混 じて皮下接種 した ところ,腫 瘍の増殖 は著明に抑制 され,
1/3の マ ウスにおいて腫瘍 の増殖 が認 め られたものの,他 の2/3の マ ウスはBMC2を 完全に
拒絶 し,長 期培養CTL株 のinvivoにおけ る抗腫瘍活性 が確認 され た(図2-8)。
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第9節 考 察
IL2の 産生 は マウスおよび ラッ トで異 な り,マ ウスにおいてはConA刺 激20時 間後 に,又
ラ ッ トで は48時間後に ピー クに達 し,以 後急 激に減少 した。
ConAで活性 化 されたT細 胞BlastとIL2をincubateする ことによ って,IL2の 活性 が
消失 する ことによ り,ConA刺 激T細 胞膜表面 にはIL2に 対する レセプ ターが存在 す ると考 え
られるeま た,ConA幼 若化 反応 が ピー クに達 する時間(マ ウスでは48時間;ラ ッ トでは72時間)
においては,培 養 上清 中には強 いIL2活 性 が認め られない ことによ り,ConAで 刺激 されたT
細胞 はhelperT細胞 か ら放 出 され るIL2を,レ セプ ターを介 して うけ とり分裂増殖 し,培 養
上清 中か らIL2が 消失 した段 階で死滅す る と思 われ る。31)
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活性化T細 胞 にお けるIL2レ セ プターの存在は,現 在,モ ノクローナル抗体 によ って も確 か
め られてい る。3433)また淀井 らは,IL2レ セプ ターのア ミノ酸配 列 まで も明 らかに し,分 子量
約60KのIL2レ セプ ターがT細 胞 の分裂に不可欠な分子である ことを示 している。34)
IL2は 種 を越 えて作用す ることが報 告 されてい るが,本 実験 において もラッ トIL2は 種を
越 えてマ ウスkillerT細胞 に作 用 し,長 期 培養を 可能 にす ることが示 され た。
KillerT細胞 の活性 はIL2の 存在 下で培養す ることによ って減少す るどころか,む しろ増
強 され,約8ケ 月にわた り,強 いcytotoxicityを維持 したまま培養す ることができた。 この事
実 はRosenbergら20)によ って も報告 されて お り,IL2の 存在下でkill,,T細胞の活性が何
故増強 されるかについては,以 下の2つ の可能性 が考え られ る。①IL2が 抗原特異的なkiller
T細 胞1個 あ たりの活性を増強 させ る。②IL2の 存在 下でkillerT細胞 を長期培養す る際に,
非特異的 な活性化 がお こり,異 な ったkillerT細胞が分裂増殖す る,と い う理由である。後述
する ように,IL2に は リンパ球を刺激 して幅広 い抗原特異 性を有 したLAK細 胞 を誘導する活
性 もあ ることが証明 されてお り,24)筆者 は,長 期培 養killerT細胞 の活性 増強 は,② のLAK
ロ
細胞 の混入によ るものであ ると考 えてい る。
あ る抗原 量以上 でマ ウスを免疫 し,で きるだけ多 くのkillerT細胞 を誘導 し,そ の後 にIL2
の存在下 で培養 した場合 には長期間 にわた りkillerT細胞 の活性を維持す ることがで きたが,
killerT細胞誘導 の際 の抗原量 が少 ない場合 には,長 期間killer活性 を維持す ることはで き
な か った。 この現象 は,killerT細胞誘導 の際 の抗原量 が少 ない場合 には誘導 され るkiller
T細 胞数 が少 な く,IL2の 存在下 で培養 中に,他 の活性 を有 しないT細 胞 の分裂増殖に よ って
希釈 され るたゆであると考え られ る。
同系腫瘍BMC2に 対す るkillerT細胞 の長期培養が困難 で あるの も,お そ らくは,同 系腫瘍
の抗 原性 が低 く,syngeicMLTRで誘導 され るkillerT細胞数が少 ないためであ ると思 われ
る。
IL2に よ って長期 培養 されたkillerT細胞 はinvivoにおいて も強 い抗 腫瘍 活性 を示 した
ことか ら,今 後,IL2が 癌 の免疫療法 に応 用可能であ ることが強 く示 唆 され た。 しか し,よ り
強 く,よ り抗原特異性 が高 いkillerT細胞株 を得 るためには,培 養 初期 での クローニ ングが必
要 である と思 われ る。35)
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第3章Interleukin2のmitogenic効 果
第1節 序 論
抗原や レクチ ンの刺激に よってhelperT細胞 か ら放出 され るIL2は,36'37)抗原刺激 によ り,
IL2レ セ プターを獲得 したT細 胞 やNK細 胞のみ に作用 し,38　co)未刺激T細 胞には作用 しな い
3L41)と考え られて きた
。
抗原刺激を うけたT細 胞が多 くのIL2レ セ プターを保有 し,よ り早 くIL2に 反応 し,分 裂
増殖す ることは多 くの研究 者によ って確かめ られてい る。 しか しまた,未 刺激T細 胞膜表面上に
も,わ ずか なが らIL2レ セプ ターが存在 してい ることも確認 されてお り,大 量のIL2刺 激に
よ りこれ ら未刺激T細 胞 の分裂 増殖 が促が され る可能性 もあ る。
そ こで筆者は,ラ ッ トIL2をSephacrylS-200を用いたゲル ろ過 法にて精製 し,ラ ッ ト
IL、2の性 状を明 らかにす るとともに,こ の精製 した ラッ トIL2の マ ウス リンパ系 細胞 に対す
るmitogenic効果について検索 し,IL2が 未刺 激T細 胞 の分 裂を引 き起 こす ことがで きるか否
かについて検討 した.42)
第2節 ラ ッ トILI2の 精 製
ラッ ト脾細胞(5×106/,,i,e)をIOPt9/ntのConAで刺 激48時間後 の培養上清 を集め,(NH4)2SO4
分 画を行 った ところ,(NH4)2SO450-90%飽和濃度 の画分 にIL2活 性 が回収 された。 この画
分 を さらに,SephaerylS-200ゲル ろ過 にて分 離 し,ラ ッ トIL2の 分子量を推定 した。 その
結果,分 子量約22000・-26000
NlgI葛
の画分}こT欄 株T572の 増
m殖 を促進 する ラッ トIL2が 存
劔。 在す る ことが明 らか とな った
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第3節InterleUkin2の 各 種 リ ン パ 系 細 胞 に 対 す るmitogenic効果
マウス脾細胞,リ ンパ節細胞およ び胸腺細胞をIL2の 存在下で培 養 し,こ れ らの細 胞のIL2
に対す る応答性を検討 した。 その結果,脾 細胞,リ ンパ節細胞はIL2に 対 して強 く反応 し,分
裂増殖す るが,胸 腺細胞は全 くIL2に 対 して応答性を示 さなか った(図3-2)。
図3-3は,各 種 リンパ球のIL2に 対す る応答性のkineticsを調べた ものであるが,こ の
場 合 にも,リ ンパ節細胞 ・脾細胞 は培養開始48,72時間後に強い 工L2応 答性 を示 したが,胸 腺
細胞はいずれの時間において もIL2に 対す る応答性 を示 さなか った。
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第4節Interleukin2のmitogenic効 果 に お よ ぼ す α一methylmannoside
の 影 響
SephacrylS-200ゲル ろ過法 を用 いて精製 したIL2画 分 には,IL2作 製 の際に用いた
ConAは混在 して ないと考 え られる。 しか し,IL2のmitogenic効果 がわずかに混入 す るCon
Aの ためでは ない とい うことをさ らに明 らか にす るために,ConAの競合阻害剤 である α一menno-
sieleを用いて検討 した。
α一MMの 添加に よって,ConAに よるマウス脾細胞 の幼若化反応 は完全に抑制 され た。 しか
し,IL2刺 激に よる脾細胞の分裂 は,α 一MMの 添加に よ って全 く影響を うけ なか った(表3-1)。
この結果 か ら,IL2のmitogenic効 果 は混入す るConAによ るものではな く,IL2そ の も
のによる ものであ ることが示 された。
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第5節 脾 細 胞 中 のIL2応 答 性 細 胞 の 解 析
IL2の 画分 中には種 々の リンフォカイ ンが混在 している可能性 があ り,IL・2の 刺激 によ っ
て・T細 胞以外 の細胞 の分裂 が引き起 こされて いることも考 え られ る。そ こで,抗Thy1 .2抗体
と補体 を用 いて,IL2のmitogenicな効果 をうけ分裂増殖す る細胞 がT細 胞であ るか否か につ
いて検 討 した。その結果,マ ウス脾細胞 を抗Thy1.2抗体 と補体で処理 す ることに より,ConA
に対す る応答性,IL2に 対す る応答性,い ずれ もが消失 す ることが明 らか とな った。従 って,
IL2に 反応 して分裂増殖 す る細胞 はT細 胞 であ り,colonystimulatingfactor(CSF)
等の影響 で分裂増殖 した他 のMφ 等 の細胞 ではないこ とが確 認 された(表3-2)。
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第6節 胸 腺 細 胞 亜 群 に 対 す るinterleUkin2のmitogenic効 果
前 節(第3節)で 述 べたよ うに,未 分 画胸腺細胞 はIL2に 対 して全 く応答性を示 さなか った。
しか し,胸 腺細胞 中にはConA等 に応答性 を示 す細胞群 もわず かなが ら存在す ることが知 られて
お り,胸 腺細胞 をなん らかの方法 で分画 し,そ のIL2に 対す る応答 性を検討す ることは興味深
い。
筆者はpercoll不連続密度勾配遠心法を用いて,胸 腺細胞 を三つの異 な る細胞群 に分 離 し,そ
れ らのIL2の 応答性を検索 した。その結果,Fr2,Fr3の 細胞群 は未分画胸腺細胞 と同様 に,
全 くIL2に 対す る応答性 を示 さなか ったが,低 比重 画分 のFr1の細胞 は,脾 細胞等 と同様の高
いIL2に 対 す る応答性を示 した(図3-4)。
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第7節 考 察
ラ ッ トIL2はSephacrylS-200を用いたゲル ろ過法によ り,分 子量22000～26000のタ ン
パ ク質 であ ることが判明 した。 この結果は,Watsonらによって報告 されている分子量15000で
ある とい う知見 と異なる ものであ った。m)しか し,最 近 ラッ トIL2の 再検討 がSabatoらos)に
よ ってな され,筆 者の結果 は彼 らと一致 する ものであ った。
ゲルろ過 で精製 したIL2は,マ ウス脾細胞,リ ン・櫛 細胞 に対 して強 いmitogenic活性を
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示 した。 このmitogenic活性 はIL2作 製の際に用 いた,ConAの 混在でない ことはα一MM
を用いた阻害実験 か ら明 らかに された,ま た.IL2分 画にはIL2の 他の リンフォカイ ン,た
とえばCSF等 が混在 してい ることが知 られてい るた め,44)IL2分画の添加に よって,Mφ 等
のT細 胞 以外の細胞が分裂増殖す る可能性 もあ るが,抗Thy1.2抗体 と補体を用 いた実験か ら,
ゲルろ過精 製 皿,2に 対 して応答す る細胞はT細 胞で あることが明 らか とな った。
未精 製胸腺 細胞 は,脾 細胞,リ ン・・o節細胞 とは異 な り,IL2に 対 して全 く応答性を示 さなか
った。 しか し,胸 腺細胞に は様 々な分化過程のT細 胞が存在 して お り,os)何らかの手段を用いて
胸腺細胞を分画す ることに よ って,IL2に 応答性 を示すT細 胞亜群が得 られ ることが予想 され
た。筆者 は,percoll不連続密度勾配を 用い,マ ウス胸腺細胞を,大 きさ,ConA応 答性,IL2
応答性 の異な る3つ の細胞 群に分離す る方法を確立 した。 この方法を用 いることによ って,低 比
重画分の胸腺細胞亜群 が末梢 リンパ球 と同等のIL2に 対す る応答性を示す ことも明 らか とされ
た。
従来,BSA不 連続密度勾配等を用 いて,低 比重分画 の胸腺細胞は胸腺髄質 に存在す る,比 較
的分化 の進ん だ丁細胞 であると考え られて いる。co)従って,IL2に 強 い応答性を示す胸腺細胞
がこれ らの細胞 と同等 の細胞 表面 マーカーを有 しているか否 かにつ いて は・ さ らに興味 が もたれ
るが,こ の点 については次章 で論述す る。
IL2のmitogenic活性 は,最 近 入手 され るよ うにな ったrec。mbinantIL2によ って も
確認 され てお り,IL2画 分に混在 す る他 のfactorの影響 である可能性 は完全 に否定 でき る。
IL2のmitogenic効果発現 の機序 としては,(1)培養 に用いるFCSとIL2の 協 同作 用,
(2)IL2その ものによ りIL2レ セプターが誘導 され,IL2のsignalを うけとる・(3)IL2が
脾などの リンパ球 群を活性化 し,IFN等 の リンフォカイ ンを産生 させ,IL2レeプ ターの発
現 を促 し,そ の後 に分裂増 殖 させる等の可能性 が考え られ るが,こ の点 については現在検 討中で
あ る。
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第4章 胸 腺 細 胞 亜 群 のinterleukin2に対 す る
応 答 性 の 違 い
第1節 序 論
胸腺 はT細 胞 の分化 において欠 くことがで きない臓器 であ り,胸 腺 か らT細 胞 がどのよ うな機
序 で分化を とげ,末 梢の リンパ系臓 器に導 入 されるかは未 だ解決 され ていない重要 な問題 である。
1980年,WagnerらはIL2はT細 胞 の分裂増殖 を促す だけではな く,T細 胞 の分化を調節
しうる因子 であ ることを報告 した。 すなわ ち,彼 らは未熟 なLy2,3+胸腺細胞 をIL2の 存在下
で抗原 刺激 する ことによ って,末 梢 リンパ球 か らと同様 にkillerT細胞 が誘導 できることを示
器)した
。
しか し,一 方では,IL2はLy1†2一 の成 熟胸腺T細 胞 のみに作用 し,Ly2,3十胸腺細胞 の
分 化を動かす ことはでき ない との報告 もある。47)IL2のT細 胞分化 における役割 を明確 にす る
ために も,IL2の 胸腺細胞 に対 す る作用機作 について,さ らに検討す る ことが必要で あると思
われ る。
筆者 は,前 章 において,工L2は マ ウス脾細胞,リ ンパ節細胞 のみ な らず,胸 腺 中のあるT細
胞亜群 に対 して もmitogenicな効果 を示 す ことを明 らかに した。
そ こで本 章では,percoll不連続 密度 勾配 で分画 した三つの胸腺細胞群 がIL2やConAの 刺
激 に対 して,ど のよ うな応答 性を示 し,ま た これ らの細胞群 が どのよ うな細胞 表面マーカーを有
してい るかについて詳細 鹸 討 した.娼)
第2節 胸 腺 丁細 胞 亜 群 のinterleukin2に対 す る応 答 性
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Percoll不連続 密度勾配
遠 心法でFr1,Fr2,Fr3の三
つの胸腺T細 胞 亜群 に分 画 し,
種 々の濃度のIL2の 存在下
で培養 し,各 細胞群 のIL2
に対す る応答性を検 討 した。
その結果,未 分画胸腺細胞 は
IL2に 対 して全 く応答性 を
示 さなか ったが,Fr1の 胸腺
細胞 はIL2の 濃度依存的に
高い応答 性を示 した。 しか し,Fr2,Fr3の細胞 群 はいずれの濃度のIL2の 存在下に おいて も
全 く分裂 増殖を示 さなか った(図4-1)。
第3節 胸 腺T細 胞 亜 群 のConAに 対 す る 応 答 性
未分画胸腺 細胞,percoll分画胸腺T細 胞 亜群 のConAに対 する幼若 化反 応の違 いについて検
討 した。 その結果,IL2の 応答性の場合と全 く一致 して,Fr1の胸腺細胞 のみがC。nAに 対 して高
い応答性 を示 し,未 分 画胸腺細胞,Fr2,Fr3の胸腺細胞群 においては,ConA幼 若化反応 は認
め られ なか った(表4-1)。
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第4節 胸 腺T細 胞 亜 群 のIL2及 びConAに 対 す る 応 答 性 の 違 い
前節 まで,胸 腺T細 胞 亜群のIL2及 びConA単 独の刺激に対す る応答性を検討 して きた。本
節 では,さ らに,IL2とC。nAの 両者が存在 した場合 に,胸 腺T細 胞亜群が どのよ うな応答性
を示 すかを検討 した。
その結果,表4-2に 示 したよ うに,Fr1の 細胞 はIL2単 独,ConA単 独及 びIL2とCon
A両 者 の刺激,い ず れに対 して も強 い応答性 を示 した。 しか し,Fr2の 細胞 は,IL2,Con
A単 独の刺激 に対 して は応答を 示さず,IL2とConAの 両者 が存在 した場合 に始 めて強 い分裂
増殖を示す ことが 明 らか とな った。Fr3の 細胞 はIL2とCOnA両 者 が存在 した場合 にも,全
く応答 性を示 さなか った。 この結果か ら,胸 腺内 には,IL2単 独 に応答す る細胞,抗 原 の存在
下でIL2に 応答 す る細胞,及 び,い ずれの刺激に対 しても応答性を示 さない細胞 の三 つの細胞
群が存在 す ると考え られ る。
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第5節 胸 腺T細 胞 亜 群 のThy1.2抗 原 密 度 の 違 い
胸腺細胞は,そ の分化段階 の違 いによ り,Thy1,2抗原密度 が異 な って いることが知 られ てい る。
そこで,ConAやIL2に 対 して異 な った応答性を示 した胸腺T細 胞亜群 のThyL2抗 原密度の
違 いを補体依存性細胞傷害性試験を用 いて検索 した。各胸腺細胞亜群 のThy1.2抗原密度 は,用
切
?
》
?
?
?
?
??
???
?
s-一ミ12x
o＼ 回
、
?。?
?
o
　 コ リ ヱ　
An鵬o`ワ`、1髄豊1.調`、♂1
7ユ6.4卜一2・Thy1.2■nti呂endentityofthylnocyte5ubpOP凹L置tions・『「hcdensityi」nthy罰nO-
cytc5ubp◎pUlation5wa5exam血●dbythct■yp暫亀blU■dyecxCIU$iOntcst・
ム,unfraCtiomated;o,F【10ells;■,F=2cc皿s;o,Fr3cc皿5。
いた抗Thy1.2抗体の濃度が
高い場合には有意な差はない
が,抗Thy1.2抗体 の希釈に
供いその差 は明 らか とな り,
FLr3>Fr2>Fr1の 順に
Thy1.2抗原密度は高い こと
が示唆 された(図4-2)。
第6節 胸 腺 丁 細 胞 亜 群 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー
Percoll不連続密度 勾配遠心 法で分 画 した,胸 腺T細 胞亜群 の性状 を さらに明確 にす るために,
間接蛍光抗体法 を用 いて各細胞群 の表面 マーカーを検索 した。 その結果,IL2単 独 に対 して高
い応答性 を示 したFr1の 細胞群 では,未 分画胸腺 細胞 に比 べて,Ly1±2-T細 胞 の比率 が高
く,逆 に,PNA+T細 胞 の割合 は減少 していた。 また,Flr2,Fr3の細胞 はIL2とConA両 者
の刺激 に対 しては異 な った応答性を示 したが,細 胞表面 マーカー上 では有意 な差 が認 め られず,
未分画胸腺細胞 と同様 の比率で,上y1大Ly2+,PNA+T細 胞 が存在 した(表4-3)。
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第7節 胸 腺T細 胞 亜 群 のDNA合 成 能
胸腺細胞 は末梢 リンパ系臓器 に導入 され るT細 胞の 前駆細胞 と して,非 常に早い速度で分裂を
くり返 してい ると思われ る。従 って,胸 腺内の細胞群は無刺激の状態で高いDNA合 成
(Spontaneousincorporationof3H-thymidine;SIT)を示す。 しか し,胸 腺 内で分裂
した細胞全 てが末 梢に導入 され るとは考 えず らく,殆 ん どの胸腺細胞 は胸腺 内で死滅 す ると考え
た方が妥 当であ る。
もし・ この考 えが事実であれば,percoll分画 された胸腺T細 胞 亜群 をinvitroで培 養 した
場合,異 な った速 度でこれ らの細胞 が死滅す る ことが予想 され る。 そ こで,未 分 画胸腺細胞,
Fr1,Fr2,Fr3の細胞群 の0及 び12時闇培養後 のDNA合 成能 を3H-thymidineを用いて検 討
した。 その結果,IL2,ConAい ずれ にも応答性 を示 さなか ったFr3の 細 胞群 のDNA合 成
能は,他 の細胞群 に比 べ,培 養 開始12時間後 に著 しく減少 す ることが明 らかとな った(表4-4)。
Tabl●4-4.SpOntaneousincorpOrationof'H・TdR(Snり血thymocytessubpOp凹lationsa
Thymocytes sH・TdRincorp◎ration(cpm)b %Reduction
Oh 12h
Un血actionated
Frlcd15
Fr2cclls
Fr3cellS
45007土2059
38367±2991
51873ま3090
25806ま1363
26462t1600
22900ま2171
469172=890
4351±369
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,H・TdR(0.5μcilwe11)at血itialofcult町eor12hafterculture.
bSH・TdRincorpontionw題srneasured量tO-4horl2-16h。Thcdatarepresentthc
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第8節 考 察
胸腺細胞 中には,工L2やConAに 対す る応答性 の違い,細 胞表面マーカーの違い,さ らに
SITの 減少度 の違 いか ら判 断 して,三 つ の異 なるT細 胞亜群 が存在 す ると考 え られ る。
Fr1細 胞はLyi士PNA『細胞の割合が多く,従来報告 されている胸腺髄質細胞であると思
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われ 、49-52)この細胞群 は,IL2,ConAい ずれの刺激に対 して も末 梢 リンパ球 と同様に反応 し
た。Fr2,Fr3の細胞群は,細 胞 表面マ ーカーの点か ら判断すれば有 意な差 意は認め られない。
しか し,Fr2の 細胞群はIL2とConAが 共存 した場合 にのみ強 い応答性 を示 したのに対 し,
Fr3の 細胞 群は,い ずれの刺 激に対 して も応答性 を示さなか った。従 って,Ly1:2+,PNA十
の胸腺皮質 細胞群 には,IL2とConAに 対する応答性 か ら判 断 して,二 つ の異 なる細胞群 が存
在す ると思 われる。
PNA+胸 腺細胞 か らのkillerT細胞誘導 に関 して,二 つ の矛盾す る報告 がなされ たの も,
PNA+胸 腺細胞中 にIL2応 答性 の異 なる二つ の細胞群 が存在 してい ることに起因す ると思われ
る。す なわち,killerT細胞誘導 の際に多数のPNA+細 胞を用いた場合 には,そ の中に含 ま
れ るFr2に 相当する細胞の絶対数がふえ,IL2の 存在下で抗原 によ く反応 し,killerT細胞
が誘導 され,逆 に用い るPNA+細 胞数 が少 ない場合 には,含 まれ る応答性細胞数 が少 ない ため
killerT細胞 の誘導 は困難で あると思われ る。
従来,T細 胞 の分化はConA等 に対する応答性 によ って区分 されてお り,こ の基準 に従 えば,
Fr1>Fr2>Fr3の 順に分化毅 階の進ん だ細胞群 である と言 える。 しか し,こ のよ うな方法
でT細 胞 の分化 を考 える場合,一 つ の大きな矛盾 が生ず る。 それ は,T細 胞前駆細胞 は胸腺 に入
る前 には殆 んどThy1,2抗 原を有 して いないのに,胸 腺 内に移行 したとたん に,胸 腺中では最
も高 いThy1.2抗 原密度を有 したT細 胞 に変換す るとい うことであ る。細胞の分化は も っと自
然 に行 なわれるものであり,ジ グザ グな形で の分化 はあ りえ ない ように思われ る。Fr3の 細胞
は,全 ての抗原 に反応 しえ ないか ら,す なわ ち骨髄か ら移行 したばか りの未成 熟 な胸腺 細胞であ
ると考え るのは 不自然で あるように思われ,Thy1.2抗 原密 度,SITの 実験 か ら判 断 して,
Fr3の 細胞 は胸腺内で過剰生産 され,胸 腺 内で死滅 して行 く細胞群 であ ると考えた方 が妥 当で
あ ると思 われ る。
胸腺 にお けるT細 胞 分化 の メカニズ ムは未だに明 らかに されてないが,筆 者 は,Macpheらが
報告 したよ うに,53)殆ん どの胸腺細胞 は胸腺 内で死滅 し,そ の後に生 き残 ったFr1,Fr2に相当
す る細胞群 が,胸 腺 内寧 は末梢 リンパ系臓器 に移行 した後 に,抗 原 とIL2の 刺激を うけ,そ の
ク ロー ンを拡 大す る もの と考 えてい る。
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第5章Lymphokine-activatedki[ler(LAK)
細 胞 の 誘 導 と 性 状
第1節 序 論
細胞融合技術 の導入,interleukin2(IL2)を 用いたT細 胞 の長期培養 な ど,い わゆ る
バイオテクノロジーの進展に伴い,癌 の免疫療法も近年急激な発展を遂 げるに至 った。現在注 目を集 め
て いる癌の免疫療法 には,モ ノク ローナル抗体 と制癌剤 の結合体 を用 いた ミサイル療法 や,10)抗
11)腫瘍活性を有 した リンパ球の移入に よる adoptiveimmunotherapy(AIT)等がある。
AITは 理想的には 自己腫瘍に対 して特異 的に作用す るkillerT細胞,あ るいはkillerT
細胞 誘導 を補助す るhelperT細胞 の移入に よって行 なわれ るべきであ る。 しか し,担 癌動物 に
おいて,こ れ ら獲得 免疫 機構が作動 し,自 己腫瘍 に対 して抵抗性 を発現す る場合は稀で あり,む
しろ抑制性細胞 や因子によ り免疫 能は低下 した状態 にあ る。5←56)そこで最近 では,生 体に もとも
と備 わ った 自然抵抗性 の担 い手 であ るMφ やNKの 活性 化によ って免疫 賦活を試 みよ うとす る動
きがでて きた。 しか し,Mφ やNK細 胞 の抗 腫瘍活性 は さほ ど強 くはな く,ま た これ らの細胞 を
AITに 用 いるだけ集 めるこ とは容易 なことではない。
しか し,近 年,Rosenbergらによ りIL2で 癌 患者末梢 血 リンパ球 を刺激 する ことによ り,自
己固型腫瘍を含む各種癌細胞 に対 して強 いeytotoxicityを示すLAK細 胞 が誘導 され る ことが
報告 され,invitroで強 い抗腫瘍活性を有す るLAK細 胞を 大量 に誘導す ることも可能 とな っ
た。246e-63)自己の正常細胞 には作用を示 さず,癌 な らなん で も殺す,こ のLAK細 胞 は今後何 ら
かの形 で癌の免疫 療法 に役立 ちうるものと考え る。
本章 では,マ ウス,ヒ トLAK細 胞の種 々の リンパ球か らの誘導につ いて述べ,さ らに,マ ウ
ス,ヒ トLAK細 胞 の性状 について も論述す る。
第2節 マ ウ ス 脾 細 胞 か ら のLAK細 胞 の 誘 導
C57BL〆x6マゥス脾細胞 を ラッ トIL2の 存在下 で37℃,4日 間培養す ることによ り,濃 度依
存的 に細胞 の分裂増殖 が認 め られ,こ れ らのIL2で 活性 化 された細胞群(LAK細 胞)は 同系
腫瘍BMC2に 対 して強 いcytotoxieityを示 した。また,mitomycinC(MMC)処 理 した
BMC2の 存在下 で脾細胞 をIL2で 刺激 した場合 には,細 胞 のDNA合 成 は若干抑 制 されたが,
BMC2に 対 してcyt。toxicityを示すkiller細胞 の誘導 は有意 に増強 される ことが判 明 した
(図5-1A,B)
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C57BL/6マ ウ ス 脾 細 胞 をMMC処 理 し た
BMC2の 存 在 下 で6日 間 培 養 し,mixed
lymphocyte-tumorreaction(MLTR)を
行 っ た 場 合,培 養 開 始6日 後 に お い てBMC2に
対 してcytotoxicityを示 すkiller細胞 の 出 現 が
認め られたが,そ の活性 はさほど強 いものではな
か った。 これ に対 して,IL2の 存在 下でMLTR
を行 った場合 には,培 養開始2日 目にお いて既 に
killer細胞 の出現が認め られ,似 後経時的にそ
の活性 は増強 され た(図5-2)。
2468
Days
Ftg.5-2。1くlineticsofthcgenerationofIL-2・藍nduced
killerce匡IS
SplecncellS(2.5×105/mりwereco-culturedwithMMC・
BMC2cd』(5x10rlrnl)intheprescnceorah5enccof
1L-2・Cytoto面cactiVityof止eSplccnccl』wasm¢aSured
a3describedinFig・LO,abecnceofIL-2;●,prescncc
o「1レ2.
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第4節Killer誘 導 因 子 とIL2の 異 同
IL2画 分には,も ちろんT細 胞 の分裂増殖 を促進 す る因子が含 まれてい るが,そ の他 に
CSF44)やIL364'65)等掴昆在 してい る可能性 もあ る。従 って,IL2画 分 の添 加によ って誘導
されたkiller細胞 は,IL2の 刺 激によ ってではな く,他 の因子の影響 で誘導 された可能性 も
あ る。そ こで,IL2画 分のkiller誘導活性 とT細 胞増殖 活性 を比較検 討 し,killer誘導 が
工L2に よるものか否かを検討 した。
IL2依 存性T細 胞 クロー ンT572を用いて,ゲ ルろ過 で精製 した各 画分のIL2活 性 を測定
した。そ の結果,IL2活 性は分子量約22,000～26,000の画 分 に分 離 された。 また,同 画分 を
用いてkiller細胞の誘導 を検索 した結果,IL2活 性 を示す画分 に,強 いkiller細胞 誘 導能
が認め られた(図5-3)。 この結 果よ り,T細 胞 増殖促 進作用を有す るIL2,そ の ものの刺
激によ って,killer細胞 が誘導 され るもの と考え られ る。
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第5節LAK細 胞 の 抗 原 特 異 性
マウス脾細胞をIL2とMMC処 理BMC2の 存在下で5日 間培養 し,LAK細 胞を誘導 し,
その抗原特異性について検討 した。
従来報告されてきたkillerT細胞は,誘 導の際に用いた抗原に対 して特異的に作用すること
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MethA
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374土10
146土6.8
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0士1.2
16.2土0.8
57.2土0.2
0.7±L8
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0±0.3
4)E翫tor'target㏄dlrado:50:LMcan土SDof
tripIicate5arnp置c臨
C=cornpiem¢nし
??
?
?
?
?
?
?
?
?〉?
?
??
?
??
?
?
?
o 51005
Competitor:Tergetratio
F=Lg・5-4.(=k}置dtargeti犀thibitiontestforI】〔♂騨2■r
indu◎じdkillercel』
10
(}y竃o【o菰三dtyofspleenod』{5xlO昂'ロ=1)藍rc監todw{山
1レ2亀:one(A)ocIV2plu郭MM(》BMC2(E)wn
鳳yedinth¢prcscnccofisotepe-unlabeledco叫retiu》r
匡umor㏄1』by四i㎎ 魯H一面din¢-bbdα量BMC2Gd』
麗atargtLO,BW51`7;●,BMC2;へYAC-1;ム,
RLδ1.
一4) 。 この結果 よ り,IL2で 活性化 されたLAK細 胞 の中には,
て強いcytotoxieityを示すkiller細胞 と,YAC-1に 対 して作用 を示 すNK細 胞 が混在 し
てい ると思われ る。
が知 られてい るが,表5-1に 示 した
ように,LAK細 胞はkillerT細胞
とは異な り,同 系腫瘍BMC2,BM
C4,BMC6A,BMC8の みな ら
ず,同 種癌細胞であ るYAC-1,
P815,BW5147に 対 して も強い
cytotoxieityを示 した。 また,そ の
活性 は,LAK細 胞 を抗Thy1.2抗体
と補体 で処 理する ことによ り著 しく低
下 した。
次に,LAK細 胞 の各種癌細胞 に対
す るeytotoxicityが同一 のkiller
細胞 によ って発現 しているか否 かにつ
いて,3H-uridineで非標識 の
targetを用 いた,い わ ゆるcold
targetinhibitionテス トを用 いて
検討 した。 その結果,LAK細 胞 の
BMC2に 対す るcytotoxicityは
BW5147の添加によって強く阻 害 され
るが,NK細 胞のtargetとして知 ら
れてい るYAC-1やRL♂1の 添加
に よ っては阻 害を うけなか った(図5
BMC2やBW5147に 対 し
第6節LAK細 胞 の 性 状
各種の癌細胞 に対 してeytotoxicityを示 すLAK細 胞 が どのよ うな細胞表面 マーカーを有 し
た細胞 であるかを種 々の抗体 と補体 を用いて検索 した。その結果,BMC2,YAC-1,
BW5147に対するcytotoxic活性 は,エ フェクター細胞 を抗Thy1.2抗体 と補体で処理す るこ
とによ って著 しく減 少 した。 しか し,NK細 胞 に反応性 を有す る抗ssialoGM1抗体と補体の処
理 によ っては,YAC-1細 胞 に対す るcytotoxicityは殆ん ど完全 に消失 した が,BMC2や
一23一
BW5147に 対 す るcytot。xicityは強 い 影 響 は う け な か っ た(図5-5)。
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さ らに,図5-6に 示 したよ うに,BMC2に 対す るkiller細胞のcytotoxicityは抗Ly2,
2抗 体 と補体処理 によ って も消失 した。 これ らの結果か ら,IL2に よ って活性 化誘導 された
killer細 胞 群 の 中 に は,Thy1 .2土Ly2土asialoGMIのBMC2,BW5147に 対 して強 い
・yt・t・xi・重ty砺 すkil・er細 胞 と,Thy1 .2+,Ly2-,。・i、・。GM≠ のYAC-1に 対 し て
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cytotoxicityをptすNK細胞 が存在す ると思われ る。 また,LAK細 胞 はナイ ロンウ 一ール カ ラ
ムを通過 して も,そ のeytotoxicityを消失 しない ことよ り,ナ イ ロン非付着性 のT細 胞 である
ことが確認 された(表5-2)。
第7節LAK細 胞 誘 導 に お け るMφ の 関 与
一 巌 に ,killerT細 胞 誘 導 に お い て は,Mφ が必 要 で あ る と 言 わ れ て い る 。 そ こ で,マ ウ ス
脾 細 胞 か ら,glasswool,nylonwool,carbonylironを 用 い てM¢ を 除 い たT細 胞 画 分
を 得,こ のT細 胞 群 か ら のLAKの 誘 導 を 試 み た 。 そ の 結 果,Mφ を 除 去 したT細 胞 画 分 か ら も,
IL2単 独,及 び,IL2と 抗 原 の 刺 激 に よ っ て,未 分 画 脾 細 胞 か ら と 同 様 に,強 い 活 性 を 有 し
たLAK細 胞 が 誘 導 さ れ た(表5-3)・
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第8節LAK細 胞誘 導 に お け るIFN--rの 関与
マウス脾細胞をIL2とMMCを 用いて刺激 し,LAK細 胞を誘導する際の培養上清中のIFN
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活性 を測定 し,LAK細 胞産生 におけるIFNの 役割 について検討 した。 マウス脾細胞 を 工L2
の非存下でMMC処 理BMC2で 刺 激 した場 合には全 くIFNの 産生 は認 め られなか ったが,
IL2の 存在 下で刺激 した場合 には,培 養2日 後 に高いIFNの 産生 が認め られ,以 後経 時的 に,
その活性 は減少す ることが認め られた(図5-7)。 また,図5-8よ り,IL2単 独の刺激 に
よ って もIFNの 誘導 が引き起 こされ,IL2単 独の刺激 よ りも,IL2と 抗原 の刺激 によ って,
より強 いIFNの 誘導 が起 こることが明 らか とな った。この系 で産生 されるIFNはpH2処 理
によ ってその活性 を失 うことか ら,IFN-rで あ ると思 われ,IFN-rはLAK細 胞産生 の初期
に重要 な役割を担 っている と思 われ る。
第9節 マ ウ ス腫 瘍 内 浸 潤 リ ン パ球 か ら のLAK細 胞 の 誘 導
メチル コラ ン トレン誘 発C57BL/6マウス肉腫BMC2,107個 を移植15日後 の腫瘍塊 か ら,グ
ラスウールを用 いてlj車瘍内浸潤 リンパ球(TIL)を 集め,TILか らのLAK細 胞 の誘導 を検
討 した。TIL中 には約20%の腫瘍 が混在 してお り,IL2の 非存在下 で培 養 した場合 には腫瘍
の優先的 な増殖 が認 め られ,リ ンパ球は消失 した。 これに対 して,工]L2の 存在 下でTILを 培
養 した場合 には腫瘍は死滅 し,大 型の リンパ球 の分裂増殖が認め られた(陰15-9)。
IL2の 刺激に よ り,TILか ら分裂増殖 した細胞 のcytotoxicityを調べた結果,脾 細胞 か
ら誘導 したLAK細 胞 と同様 に各種 の癌細胞に対 して強いcytotoxicityを示 した(表5-一・4)。
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TILか ら誘導 され るLAK細 胞 は約60%が,Thy].2七Ly2+の 細胞群 か らな り,こ れ ら
の細胞 がLAK活 性 を有 していると思 われ るが,抗 体 と補体処理に対 して耐性 のため,Thy1.2ナ
]Ly2+の細胞であ るとは断言で きない(表5・-5)。
Winnテス トを用 いて,TIL、 か ら誘導 され るLAK細 胞(T-LAK)のinvivo効 果 を
検索 した結果,図5-10に 示す ように,T-LAKはinvivoに おいて も強 い抗腫瘍活性を示す
ことが証 明された。
また,こ のよ うなTILか らのLAK細 胞 の誘導は,移 植継代 されているBMC2の みな らず,
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(BMC11,12)に浸潤 したTILか らも
認め られ,BMC11,BMC12のTIL
か ら誘導 したLAK細 胞 は 自己腫瘍,
BMC2の いずれ に対 して も強い
cytotoxieityを示 した(表5-6)。
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第10節 ヒ ト胃 癌 内 浸 潤 リ ン パ 球 か らのLAK細 胞 の 誘 導
ヒ ト胃癌組織 を機械的に破 砕,又 は酵 素処理 する ことによ って,腫 瘍 内浸潤 リンパ球を得,
IL2の 存在下で培養 した。 マウスの場合 とは異 な り,IL2の 非存在下 における胃癌 の増殖は
認 め られ なか った が,IL2の 存在下 では,大 型 リン・Ne球の分裂増殖 が認 め られ た。 この細胞 群
の各種癌細胞,正 常細胞 に対す るCytOtOXieityを検索 した結果,マ ウス系 の場合 と同様 に幅広
いtargetspecificityを示すLAK細 胞 が誘導 されて いる ことが明 らか とな った(表5-7)。
しか し,ヒ トTILか ら誘導 したLAK細 胞は 自己の正常細胞で あるfibrobユastやPHAblast
に対 して はcytotoxicityを示 さなか った。癌患者末梢 血か ら得 られ たPBL-LAKの 活性 も
同時に検討 した結果,PBL-LAKも 各種の癌細胞に対 してcytotoxicityを示 し,自 己正常
細胞 にはeyt。toxicityを示 さなか った。
次 に ヒ トT細胞 亜群に対す るモ ノクロー ナル抗 体 と補体 を用いて,TILか ら誘導 されたLAK
細胞 の表面 マーカーを調べた。その結 果,T-LAK活 性は,OKT3及 びOI(T8と 補体処 理
で減少 す ることよ り,killerT細胞 と同様 の表面マ ーカ 一ーを 有す る細胞 である と思 われ る(表
5-8)。
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また,PBL-LAKの 細胞表面 マーカ ーについて も検討 した結 果,PBL-LAKはLeu1
抗 体(OKT3に 相当)と 補体,L-2抗 体(OKT8に 相当)と 補体 処理 によ ってその活性 を
消失 した。 また,NK細 胞 に対す る抗体であ るLeu7と補 体で処理 した場合 に も,cytot。xicity
が減 弱 した ことよ り,PBL-LAK中 にはNK細 胞 も混在 している ものと思 われる。
第11節 考 察
ゲル ろ過法 によ り精製 した ラ ッ トIL2及 び遺伝子組み換え操作によ って作 製 したrecombi-
nantヒト1]L2を用いて,T細 胞増殖促進活性 を有 したIL2そ の ものが,LAK細 胞誘導能
を有 してい ることが明 らか となった。
通常 のMLTRに よるkillerT細胞 の誘導は培養6日 目に認 め られるが,同 系腫瘍 に対す る
killer活性は さほ ど強い ものではない。 これに対 し,IL2に よ って誘導 され るLAK細 胞は,
反応2日 目に出現 し,4日 目には,各 種 の同系腫瘍及 び同種腫瘍 に対 して強いcytotoxicityを
刀くした。
Coldtargetinhibitionテス トの結果 か ら,IL,2に より活性化誘導 され るk且ler細胞
群 には,YAC-1細 胞 に対 して強 いcyt。t。xicityを示すNK細 胞 と,BMC2,BW5147
等 に強 い活性 を示すLAK細 胞 が存在す ると考 え られる。 また,LAK細 胞 のBMC2に 対する
cytotoxicityはBW5147の添加 によ って阻害 を うけることより,LAK細 胞の各種 の癌細胞
に対す るcyt。toxicityはmonocl。nalなLAK細胞 によ って発現 されてい ると思 われ る。
IL2で 活性化 された脾細胞群 に二 つの異 なるエフェクター細胞が存在す ることは,抗 体 と補
体処理 の実験 か らも明 らかに され,IL2活 性化killer細胞群 にはThy1.2†Ly2+,asialo
GMTのLAK細 胞 とThy1.2九Ly2-,、,i、・。GMtのNK細 胞が存在す ること慨 明 された飼
LAK細 胞誘導 において は,killerT細胞誘導 の場合 とは異な り,Mφ の関与は必 要でない
と思 われ る評 銘 しか し,IFNはki且erT細 胞誘導 の場合 と同様に,LAI(細 胞 の産生初期に
に重要 な役割 を担 って いると考え られる'9)事実,伊 藤 ら70)は,最近,LAK細 胞 誘導において
IFN-rが 不 可欠 であることを,抗IFN-r抗 体を用 いて証明 してい る。
LAK細 胞 は脾細胞か らのみで はな く,腫 瘍 内に浸潤 したTILか らも誘 導可能であ った。 マ
ウスTILか ら誘導 したLAK細 胞 は大型で アズール穎粒を有 したlargegranulalymphocyte
(LGL)で あ り,主 にThy1.2七Ly2+の細胞群 か ら成 ってい た」1)また,ヒ ト胃癌 のTIL,
か ら誘導 したLAKもT細 胞 マー カー(OKT3,0KT8)を 有 し,各種 の癌細胞 に対 して
CytOtOXiCityを示す ことが明 らか とな った。
マウス系 の場合,BMC2のTILか ら誘導 したLAK細 胞 は,脾 細胞 か ら誘 導 したLAK細
胞 よ りもBMC2に 対 して強 いcyt。t。xicityを示 し,腫 瘍 内には,そ の抗原 に強 い反応性 を示
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す特異的 なkillerT細胞 が存在す ることも考え られ る。 しか し,ヒ ト胃癌の場合には,PBL
か ら誘導 され るLAK細 胞 の方がTILか ら誘導 され るLAK細 胞よ りも強い活性を示 した。 こ
の原 因と して は,本 実験 に用いた癌 が殆ん どstageIVの末期癌 であ った ことも考え られ,今 後,
さ らに初期癌のTILか らのLAK細 胞誘導の検討が必要であ ると思 われ る。
LAK細 胞は 自己正常 細胞 に対 してはcytotoxicityを示 さず,irlvivoにおいて も抗腫瘍活
性 を示す ことか ら,今 後,外 科手術,X線 照射 等 の治療 と組 み合 わせ て,PBL又 はTILか ら
誘 導 したLAK細 胞 をadoptivetransferするこ とによ って,あ る程度 の癌治療 が可能 になる
か もしれ ない。
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第6章LAK細 胞 活 性 発 現 に 必 要 なlymphokine-
activatedcell-associated(LAA)抗原 の
解 析
第1節 序 論
抗 睦瘍 エフ ェクター細胞 と して は現在,killerT細 胞,NK細 胞,活 性化Mφ およびLAK
細胞等 が上 げ られるが,こ れ らのkiller細胞が どの ような機構で癌 細胞 を認 識 し,破 壊 するか
につ いては未 だ明 らかにされて いない。
killerT細胞 の癌細胞破壊機構 については,橋 本,Goldstein,Henneyらによ って研究 が
行 なわれて お り,killerT細胞はbinding,lethalhit,celldestructionの三つ の段
階か らなるサイクル によ って,次 々と癌 細胞 を破壊す ることが知 られて い る」2凶76)また最近 では
へ
LFA-1分 子 がkillerT細胞 の活性発現に重要である ことや,"-79)細胞 内穎粒 によ って最終
的 に癌細胞破壊 がお こるので はない かとい うことが報告 されているや81)
しか し,killerT細胞以外 の幅広 いtargetspeeificityを示す,NK細 胞,活 性化Mφ,
LAK細 胞等の いわゆ る,broad-reactivekiller(BRK)細胞 の癌細胞破壊機構 について
は未 だ明確 に されていない。
筆者 は,こ の問 題を解決 す るために,マ ウスLAK細 胞 に強 く反応 し,か つLAK活 性 を阻害
しうる モノクローナル抗体 を作製 し,こ の抗体を用 いてLAK細 胞,NK細 胞等のBRK細 胞の
活性発現 機構 について解析 を行 った辞83)
第2節LAK細 胞 に 対 す る モ ノ ク ロー ナ ル 抗 体 の 作 製
マ ウス脾細胞 を200U/nfのrec。mbinantI]L2(r-IL2)の存在下,5日 間培養 して誘
導 したLAK細 胞 は図6-1に 示 したよ うに各癌細胞 に対 して強いcytotoxicityを示 した。 こ
のLAI(細胞(2×107個)で 二 回免疫 し,さ らに4×107個のL、AK細胞で,Lv.,s.c.,の最終
免疫 を行 ったSDラ ッ ト脾細胞 とマウス ミエe-・マP3×63Ag8・653とを細胞 融合 しhybridoma
を作製 した。Hybridoma培 養上清 中の抗体 のスク リーニ ングはLAK細 胞 のMBL-2に 対
す るcytotoxicityの阻害活性 によ って行 い,hybridomaの増殖が認め られた1500well中17
wellにおいて,LAK活 性阻害能 を有す る抗体 が産生 されていた。そ こで,さ らに,こ れ らの
細胞 を クローニ ングす ることによ って,KBA4,KBA6の モノ クローナル抗体 を産生す る二
つ のhybridomaを得 ることがで きた。
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Fig.  6-1.  Generation  of LAK  cells  from mouse  spleen cells by culture with recombinant human 
 interleukia 2 (r-IL-2). C57BL/6  mouse spleen  cells (5 X  U)') were cultured in  the presence  of  r-IL-2 (200 
 U/m1)  for 5 days at  37*C.  The cytotoxic activity of LAK cells was  measured by the  1H-uridine  method.
第3節 モ ノ ク ロー ナ ル 抗 体 に よ るLAK活 性 の 阻 害
モノクローナル抗体lKBA4,KBA6のLAK活1性 に対する影響を検討 した。 その結果,
KBA4.KBA6い すれの抗体 も,濃 度依存的にLAK活 性 を阻'占できた 〔図6-2[ウ
また,KBA抗 体のLAK活 性 阻害能は,4時 冒封のeytotoxicityassayを行 う前に,LAK
細胞をKBA抗 体で前処理す ることに よって も確認で きた(表6-1)。 しか し,8時 間及 ひ,
18時間のcytotoxicityE9.sayにおも、てはKBA抗 体前処理によ る阻害効果 は認 め られなか 。
た。 これほLAK細 胞表面に結合 したKBA抗 ・体が数時聞でinterna].izationtt・れるためであ
ると思 われ る・1。 。.・x。 、 、 ・KB、6
δeo-■b
O,24SIS32Z4ets32
                                                                                           
• • 'OR ••••^••-• •-^••• 
 Fit.  6-2.  Blocking  erect of  KBA MAb  on  cytotoalc activity of LAK cells. LAK cells were  coc-ultured for 
 18 hr at  37'C with  31-1-uridine-labeled  MBL-2 lymphoma cells in the presence or absence of  either  serial 
 diluted  KBA4.  (a) or  KBA6 (b).  Effector-to-target c ll ratios were  50:1 (0) and  25;1  (•).  resmctively. 
                                         TABLE  6-1. 
 Inhaition of  [AK  Cell-Medium!  Cytottnicityby  Prdrearment  of  LAK  Celia with  KBA  MAb 
 Incubation  Cytotaxicity* Inhibition 
 period  (hr)  KBA MAb  creme-at  (%) 
     4  20.6  14,4 
 Pretreatenent,  9.9  t 3.7 52.1 
 Simuhaneous  treatment'  ND ND 
 26.1  a:  3.1 
 Pretrtuasent 23.4  t 7.0  2.6 
 &mobilo:ors  t eatment 5.0  t 7.5  10.7 
                                                         39.1  t 4.9 
 Pretreatment  33.1  t 1.2  15.5 
 Simultaneous  badman 3.6  t 9.6 90.7 
 LAK  mils  were  socult^red with  '11-uridirse-tabeial  MBL.2 lymphoma  ecib  for  ,ntrious  incubation 
 podoeb  and  their  ostoresicity was  truessusul by the  enedsol  described  under  Materials nd Methods. 
 Erector-to-tarzet  ceil ra io was  25:1. The  data re  means  t SD  or triplicate  samples. 
 (AK  seas  were  preincubattd foe  1 hr  u  4•C with  KBA  MAb. 
 'The LAK cell-mediated  eytotoski'ty  wasmeasured in the  presence  *IKEA MAb. 
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第4節KBAモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ るLAK細 胞 と 癌 細 胞 と の 結 合 阻 害
LAK細 胞 が癌細胞 を破壊す るた めに はkillerT細胞 の場合 と同様に,ま ず第一段階 として
癌細胞 との結合 が必要 とされ る。従 って,KBA抗 体のLAK活 性抑 制機構 と して,LAK細 胞
と癌細胞 との結合 の阻害が考え られ る。
LAK細 胞 と癌細胞 との結合は,azido-fluoresceindiacetate(azido-FDA)で蛍光
ラベル したLAK細 胞 と癌細1抱とを23℃で各時間混合培 養す る ことによ り測定 した。 この温度で
は結合課程は進行す るが,lethal段階は進行 しない ことが橋本 ら72)によって報告 されてい る。
その結果,KBA抗 体を添加するこ とによ って,30分,2時 間,4時 間 いずれ のbindingassay
において も,LAK細 胞 と癌 細胞 との結合 が有意 に阻害 され ることが明 らか とな った(表6-2)。
従 って,KBA抗 体 は,LAK細 胞 の癌細胞 との結合部位又は結合 部位に関連 した分子 に対 する
モノ クローナル抗体 であると考 え られ る。
TABZ..E6-2.
InllibitoryEffectofKBAMへbonLへK.τar餌Cd竃Bindin8`
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第5節KBA抗 体 の 各 種 エ フ ェク タ ・一細 胞 に 対 す る 影 響
KBA抗 体の添加によ りLAK細 胞 のcytotoxicityは完全 に阻害 することがで きた。 そこで,
次 にKBA抗 体 がLAK細 胞 以外 の抗腫瘍 エ フェクター細胞(NK細 胞,活 性化M¢1,CTL)
の活性 も阻害 しうるか否かについて検 討 した。
活性 化Mφ 及 びNK細 胞 はOK432投 与後3日 目の腹腔 内浸出細胞 よ り得,そ のYAC-1に
対す るcytotoxicityを測定 した。またCTLは,C57BL/6マ ウスをA/Jマ ウス脾細胞 で二
回免疫 す ることによ り得,そ のRADAIに 対 す るeytotoxicityについて検 索 した。KBA抗
体 を,こ れ ら各種 のエ フェクター細胞 のCytOtOXiCityaSSayの際 に添加 して,そ の阻害効果
を調 べた結果,図6-3よ り明 らかなよ うに,KBA抗 体はLAK細 胞 の活性 のみな らず,NK
細胞 のcytotoxicityも強 く阻害で きることが明 らか とな った。 また,活 性 化Mφ の活性 も,
KBA抗 体 によ って若干抑制 され たが,そ の阻害は低 く,CTLに 対 しては全 く阻害効果 を示 さ
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第6節KBA抗 体で認識 され るLAA抗 原の分布
KBA抗 体 で認識 される抗原 の各種 リンパ系細胞 における分布,並 びにThy1,2,Ly1,Ly2
抗 原 との異 同につ いて検索 した。
その結果,表6-3に 示す よ うに,KBA抗 体で認識 され るLAA抗 原の強陽性細胞は,脾 細
胞(11,4%),胸 腺細胞(9,3%),リ ンパ 節細胞(2.7%),骨 髄細胞(8.9%)ではいずれ も低
く,LAK細 胞 は93%がLAA抗 原強陽性細胞で あ った。 またLAA抗 原陽性細胞 の分布は,
Thy1.2,Ly1,Ly2陽 性細胞 との分布 とは異 なるもの であ った。
TABLE6-3.
Cellth」rD幽D皿ofLymphok蜘A¢価r姻Cd匹A3蝋d(LAA)An伽 叫
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Cells Thy12 Ly12 LyZ2 琳
Thy皿ecytcs
Spl◎e恩cd山
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各種 リン・・e系臓器におけ るLAA抗 原強陽性細胞の割合 は低 いものであ ったが・ 図6-4に 示
したFACSの パ ター ンを見た場合,い ずれの リンパ系細胞 において も,蛍 光強度 が対照 カープ
よ りも右方向へ平行移動 してお り,LAA抗 原 は全ての1」ンパ系細胞 に弱いなが ら存在 している
抗原であ ると思われ る。
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第7節IL2刺 激 に よ るLAA抗 原 の 増 強 発 現
脾細胞は無刺激の状態では,わ ずかなLAA抗 原 しか有 して いないが,IL2で 脾細 胞を活性
化誘導 したLAK細 胞では強いLAA抗 原の発現 が認 め られて いる。そ こで,IL2刺 激を うけ
た脾細胞で のLAA抗 原発現の経時変化 について検討 した。
その結果,脾 細胞を200U/r,zeのIL2存在下で培養す ることにより,培 養2日 後には強 い
LAA抗 原の発現 が認 め られ,培 養5日 後 には殆ん どの細胞 が強いLAA抗 原を発現す ることが
判明 した(図6-5)。
また,緑 の蛍光を発す るFITCと 赤 の蛍光を発す るpropidiumiodide(PI)でそれぞれ・
細胞 のLAA抗 原 とDNAを 染 め分 けfl。wcytometryを行 うことによ って,Y軸 のDNA合
成量 と相 関 して,X軸 のLAA抗 原 が発現す る ことが確認 され た(図6-6)。 従 って・LAA
抗原 は,IL2に よ って活性化 され た リンパ球 のDNA合 成 と相関 して発現 され ると思われ る。
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第8節LAK細 胞 とCTLに お けるLAA抗 原発現 の違 い
C57BL〆6マ ウス無 刺激T細 胞,CTL,お よびLAK細 胞のLAA抗 原発現状態 をFACS
analyzerを用 いて調 べた。その結果,LAK細 胞 には強 い強 度で1.AA抗原 が発現 されてい る
のに対 し,CTLに おいて は,無 刺激T細 胞 よ りも若干強 いLAA抗 原 が発現す るのみであ った
(図6-7)。 この事実か ら,LAA抗 原 はCTLに 高密度で存在す ると報告 されているLFA-1
抗原 とは異な るものであ ると考え られ る。
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第9節LAA抗 原 の 解 析
1.AK細胞 の膜表面を1251でラベル し,NP-40で 可溶化後,SDS-PAGE,オ ー トラジオ
グラフィーによって,LAA抗 原の解析を行 った。 その結果,LAA抗 原は分子量180Kと95K
の二 つのsubunitからな るタ ンパ ク質であ ることが証 明 された(図6-8)。 また,こ の分子は,
LAK細 胞 をprotease,tunicamycimで処理す ることによ って消失する ことよ り,糖 タンパ
ク質 であ ると思 われ る。
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第10節 考 察
マウスLAK細 胞 と強 く反応 し,か つLAK活 性 を阻害 しうるモノ クローナル抗体 の作製 に成
功 し,LAK細 胞 の活性発現 には,分 子量約180Kと95Kの 二 つのsubunitから成 るLAA抗 原
が重要 な役割 りを有 してい ることが明 らか とな った。
KBA抗 体はLAK細 胞 と癌細胞 との結合を阻害す ることよ り,LAA抗 原 はLAK細 胞 と癌
細胞 との結合 分子,又 は結合 に関連 した分子で あると思 われ る。
LAA抗 原 は,正 常 リンパ球全 てに,少 ない なが ら存在 す る抗原で あると思 われ,リ ンパ球 を
IL2で 活性化す ることによ って,さ らに増強 発現 され る。
従来,CTLのcytotoxicity発現 に重要な分子 と してはLFA-1分 子 が報告 されて お りπ79)
LFA-1に 対す るモ ノクローナル抗体 はCTL活 性 を強 く阻害す ることや,骨 髄細胞 の約70%
の細胞 と反応性 を示 す ことが報告 されてい る。 これに対 し,1(BA抗体 はCTLの 活性 には何 ら
影響 を示 さず,L,AK細 胞,NK細 胞,活 性化Mφ の活 性 発 現 に の み 影響 を与え,ま た骨髄 細
胞 との反応性 も強 くない。従 って,1(BA抗 体 は,LFA-1に 対す る抗体 とは異 な った膜表面
分子を認識 してい るもの と思 われた。 しか し,LAA抗 原 の性状 の解 析か ら,LAA抗 原は
LFA-1抗 原 と同一 の分 子か ら成 ってい ることが明 らか とな った。 この結果か ら,筆 者は,
KBA抗 体 はLFA-1分 子に対す る モノ クローナル抗体 とは異 な ったエ ピ トープ に対す る抗体
で あると考 えてい る。
KBA抗 体 は,現 在,LAK細 胞 の全 ての癌細胞 に対す るcytotoxicityを阻害す ることはで
きず,ス ク リーニ ングの際 に用 いたMBL-2やNK細 胞 のtargetであ るYAC-1に 対する活
性のみを阻害 できる ことが明 らか とな って きた。従 って,LAK細 胞 はLAA抗 原上 に,各 癌 細
胞 に対応 しうる糖鎖構造様 の分子 を有 し,こ の二つ の分 子で癌細胞破壊 を行 ってい ることが推定
され る評)KBA抗 体 はLAK細 胞 のLAA抗 原(1.FA-1と 相 同分 子)と 糖鎖構造 のい くつ
かを同時に認識 した抗体で ある と考 え られる。
LAK細 胞 は,]LGLで あ り,近 年,LGL細 胞 の中の穎粒 が癌細胞破壊 の最終 メカニズ ムで
あ ることが報告 されて いる事実 と考 え合わせれば,L,AK細 胞 の癌 細胞破壊機構 は図6-9に 示
した ように考え られ る。す なわ ち,L,AK細 胞 はLAA抗 原 を介 して癌細胞 に結合 し,そ の後 に,
癌細胞に対応す る糖鎖構造で相手を認識 し,細 胞 内穎粒 を癌細胞 に打 ち込み,癌 細胞 を破壊 す る
機構で ある。 この詳細につ いては現在 なお検討 中で ある。
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Fig.6-9.LAK細胞による口瘍破壊機構の仮説
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第7章IL2のinvivo効 果
第1節 序 論
IL2は(1)T細胞 やNK細 胞 の長期培養 を可能 にす る,85『87)(2)killerT細胞 の誘導を増強す
る?1)(3)LAK細胞 を誘導 させ る鉢60-63)(4)T細胞 の分化を促す等 の種 々の免疫 調節作 用を有 して
いる野)従 って,も し,IL2がinvivoに お いて もこのよ うな作用 を示 しうることがで きれ
ば,将 来,癌 や 自己免疫 病等の治療 に応用可能であ るか も しれない。 しか し,現 在確認 されてい
るIL,2の作用 は殆 んどinvitroでの現象 であ り,invivoに おけるIL2の 作用 は未 だ明
確に され ていない。
CheeverらはThy1,lcongeneicマウスを用 いたinvivoIL2測 定 法について報告 して
い るが、25)この方法で はinvivoでIL2がkiller活性 を維持 させ るこ とがで きるか否かにつ い
ては検 討す ることがで きな い。従 って,IL2のinvivo投 与 によって癌の免疫療 法が可能であ
るか否 かを検討す るために も,よ り簡便 なinviv。IL2活 性法 の開発 が望まれ る。
そこで本章 では,筆 者 が新 しく開発 した,invivoIL2活 性測定法 につ いて述 べ,こ の方
法 を用いて・IL2がinvivoに おいて も,LAK細 胞のviabilityやcytotoxieityを維
持す るこ とがで きることを明 らかにす る。 また,IL2がinvivoに おいても効果 的に作用するた
めに は,ど のよ うな投与方 法が望ま しいかについて も検討を加え論述す る㌍)
第2節InvivoIL2活 性 の 測 定 方 法 の 開 発
InvivoIL2の 測定 法は,IL2に 依存的で あ り,か つcytotoxieityを有 したLAK細
胞 と・IL・2等 の可溶性 因子は通過で きるが,細 胞は通過不可能 なmilliporediffusion
chamberの特性 を生 か して考察 した。 その方法 の概略は図7-1に 示 したと うりであ り,
3
H-uridineで標 識 又 は 非 標 識 し たLAK細 胞 をdiffusionchamberに 封 入 し,こ の
chamberを マ ウ ス 腹 腔 内 に 移 植 し・invivo投 与IL2のLAK細 胞 のviability,及 び
cytotOxicityに対 す る 影 響 に つ い て 検 討 し た 。
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第3節In.vivo投 与IL2のLAK細 胞viabilityに 対 す る 影 響
マウス脾細胞を各濃度 のrecombinantIL2(r-IL2)の存在下 で培 養 し,LAK細 胞誘
導 の際 のr-IL2の 至的濃度を検討 した。その結果,LAK細 胞 の誘導 は γ一IL2の 濃度依存
的に増強 され,200U/磁 のr-IL,2濃 度 でプ ラ トーに達 っした(図7-2)。 従 って,以 下
の実験 では200U/nfのr-IL2を 用 いて誘導 したLAK細 胞を用 いた。
このLAK細 胞 を3H-uridineでラベル し,chamber内に封入 し,マ ウス腹腔内に移植 した
後,r-IL2を 投与 し,そ のLAK細 胞viab且ityに 対す る影響を調べ た。その結果,
chamber移植 マ ウスに生理食塩 水を投 与 した場 合には,10,20,40時間後に経時的な放射活性
の減少,す なわ ち,LAK細 胞 のviabilityの低 下が認め られたが,2000Uのr-IL2投 与マ
ウスにお いては,こ のviabilityの減少が有意 に抑 制 された(図7-3)。
2000Uのr-・皿・2を 用い た場合 には,invivoで のLAK細 胞viability維持効果 がさ
ほど強 い ものではなか ったが,invivo投 与のr-IL2濃 度を増加 させ ることによって,濃度依
存的 にLAK細 胞 のviabilityがinviv。で維持で きることが明 らか とな った。
一41一
30
?
????
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
???《
」
02550100200400
Unitseflし2
Fig.7-2.Nfectofr-IL-20nthcinductionofLAKcellsinvitro.C57BL/6rrK)uscSplecnccrts(5x106)were
cu1賦uredwiユhvariousconccntrationsofr-IL-2for5days飢37。CTheCytotoXiCityofLへKcellsagainsI
MBL一ユlymphomaceZl£wasrncasurcdbyth¢1,H】uddinemethod.LUwascakulaヒedasdescribedin
Maに 由kandMethOds.
25
鋤
あ
藍15
ヨ
.哩
〉
'10
5
lL2uaits
{xto-3)O
0
2
10
幻
40
60
NViabi■ity
510 15
0102iO40
Fig.7-3.H。u「$Fig・7-4・
Ef応㏄tofani.P.i可㏄1iooofr・IL層20a血eViabdityof【ノ㌧K㏄11senclosedindi「「usio皿chambers.
1コH】Wddine-labeledLAKecd5{5xlO4)cnd6◎o己醜1麓Mi皿ipOrediffUsiondhambcrwertinsertedinto吐he
perit。nq』ca殉。f墨mouseandthc'tnousewastrcated舳曲 ¢(●)or2000U。fr・IL・2(O).A
numb¢rofsnch㎡㏄w嘘 爬pedodica皿y5acri丘cα亀 劃臣d血eradioactiVi1yof【ノU(㏄lki血 山edhamberswas
determinedby亀5ねn(㎞d藍quidsCinti皿ationteChnique$Viabili艦ywa5calculaIe6asdescribedin
Ma吐¢riaSsandMethods.・
「
一42一
第4節Invivo投 与IL2のLAK活 性 に お よ ぼ す 影 響
3H-uridineで非標識のLAK細 胞5×106個 を含むmilliporediffusionchamber
を マウス腹 腔 内に移入 し,即 ちにsaline又はr-IL2を 投 与 し,24時間後 に,chamber
内のLAK細 胞 を回収 し,EL4に 対す るcytotoxicityを検索 した。
その結果,図7-5に 示す ように,当 初,250LUの 活性 を有 したLAK細 胞は,saline
投 与マ ウスにおいては,著 しくその活性 を失 った。 しか し,invivoにIL2を 投与す ることに
よ って,濃 度依存 的にLAK活 性 が維持 で きることが明 らか とな った。
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第5節IL2の 徐 放 的 投 与 に よ る血 中IL2濃 度 の 維 持
IL2は 一般に,invivoに おいて は腎で ク リア ランス され,わ ずか3分 の半減期で生体内
か ら排 出 され ることが報告 されてい る。従 って,IL2のinvivo効 果発現を期 待す るためには,
何 らかの方法 を用いて,血 中IL2濃 度を長 く維持 す ることを考 えなければい けない。
そこで,筆 者 は,ALZET社製 の ミニ 浸透圧 ポ ンプを用いて,血 中IL2濃 度 が維持 できるか
100 否かについて検討 した。図
7-6に 示 した よ うに,
m10マ ウスに20000Uの
=
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を投与 した場合 には,IL2活 性 は非常 に低 い ものの,長 時間にわた って血中IL・2活性 が維持
で きた。
第6節IL2の 徐 放 的 投 与 に よ るLAK細 胞 のviability及 びcytotoxicity
の 維 持
前節 において,徐 放的IL2の 投与 によ り,長 時 間,IL2の 血中濃度 が保 たれるこ とを明 ら
かに した。 そ こで さらに,徐 放的IL2の 投与 によ って,IL2の 一 回投与 よ りも効果的 に,
LAK細 胞 のviability及びcytotoxicityがinvivoにおいて維持 できるか否か につ いて,
筆者が考案 したinvivoIL2活 性測定法を用いて検討 した。
その結果,IL2の 一回投与 ではinvivoでLAK細 胞のviabilityを維持す るためには,高
濃度のIL2投 与 が必要で あ ったが,IL2を 浸透圧 ポ ンプか ら徐放的に投 与 した場合には,
IL2を 一 回投与 した場合 の約1/10の 用量で も充分なinvivoで のviability維持効果 が認
め られた(図7-7)。
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また,図7-8に 示 したよ うに,徐 放 的IL2の 投与 によ り,saline及びIL2の 一 回投与
群 よ りも,効 果 的にLAK細 胞 のcytot。xicityをinvivoで維持す るこ とができた。以上 の
結果 よ り,inviv。 でのIL2の 活性発現 のためには,一 回投与 よ りも,IL2の 徐放 的投与
が望 ま しい と思 われる。
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第7節 考 察
IL2は 種 々の免疫調節機能を有 し,将 来,癌 や 自己免疫 病等の治療 に有用であ ることが期待
されてい る。 しか し,こ の可能性 を検討す るためには,ま ず始めに,工L2が 本 当にinvivo
において も作用 しうるか否 かを検 討で きる方法 を確立 しなければな らない。
本章 において,筆 者 は,LAK細 胞 とmilliporediffusionehamberを用 いた新 しい
IL2活 性 の測定法 を開発 し,こ の方法を用 いることによ ってinviVoにおいて もIL2が ,
LAK細 胞 のviabilityやcytotoxicityを維持できることを明 らかに した。
現在 まで,invivoIL2活 性測定法につ いては,Cheeverらに よ って,Thy1.1
eongerneicマウスにThyL2のT細 胞を移入 して,invivoIL2投 与の影響 を調べ る方法が
報告 されてい る炉)こ の方法は全身的なIL2の 影響を検索で きる点 においては筆者 の方法よ り
勝 っているが,IL2のinvivo投 与 によ って,移 入 したThy1.2マーカーを有 した細胞 のみ な
らず ・宿主 のThy1.1陽性細胞 も活性化 される可能性 があ り,invivoIL2投 与 によるkiller
活性維持効果を検索す ることは困難 であると思 われる。従 って,こ の点 において は筆者の方法 が
す ぐれて いると考え られ る。
IL2は 高濃 度投与 した場 合には,一 回投与に よ って もinvivo効果を発現す るが,少 量の
IL2の 一 回投与では,そ の効果 を期待 す ることはで きない。 これは,IL2の 生体 内での半減
期 が約3分 で非常 に速 く,invivo投与 されたIL2の 殆 ん どが腎 で ク リア ラ ンス されるためで
ある。go-91)
将来,IL2を 人 の治療 に応用す る場合,大 量のIL2の 投与を続 けた場合,IL2の 副作用
が引き起 こされ る こと も予想 され,治 療へ の応用を考え る前 に,ま ず好適 なIL2の 投与方法に
つ いて検討す る必要 がある。
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筆者 は,第5,6節 において,IL2を 浸透圧 ポ ンプか ら徐 放的に投 与す ることによ って血 中 の
IL2濃 度 が長期間 にわた って維持 で きることを明 らかに し,さ らに,徐 放的IL2の 投 与に よ
って,IL2の 一 回投与 よ りも効果 的にinvivoでのLAK細 胞のviabilityやcytotoxicity
を維持 で きる ことを証 明 した。
現在,IL2を 用 いた ヒ トやマ ウスにおける癌 の治療実験 の報告 がい くつかな されて い るが?Z93)
これ らの系 において はいず れ もIL2の 一 回投与 が行 なわれてお り,徐 放 的IL2の 投与 を行 な
うことによ り,さ らに良好 な結果 が得 られ る可能性 があろ う。
将来,IL2を 治療に応用す るためには,患 者 の免疫機能 と照合 し,IL2を 人為 コン トロー
ル のもとに,徐 放的 に投与す る ことが望 ま しい と思われ る。
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第8章IL2の 癌 免 疫 療 法 へ の 応 用
第1節 序 論
IL2はT細 胞 を分裂増殖 させ るのみではな く,直 接的 に,IFN一 γの誘導を介 して間接的
に生体 内 フェクター細胞を活性化で きる。従 って,IL2がinvivoに おいて も,invitro
に おいて確認 されて いる種 々の免疫 作用を示 しうるのであれば,既 にbiologicalresponse
modifier(BRM)として臨床に用い られてい る免疫 賦活 剤よ りも,さ らに効果 的なBRMと し
て癌の治療特に応用可能にな るか も しれない。
IL2の 癌 免疫療 法への応用 を考 えた場合,以 下に述 べたい くつかの間題 を解決す る必要 があ
る。
1)臨 床応用 に用 いるだけの純粋 なIL2を 大量 に入手 可能で あるのか。
2)IL2は 生体 内で も本 当に作用す ることがで きるのか。
3)IL2のinvivo投 与 に よ って,局 所及び全身的な免疫療法の効果 を増強 しうるか。
1)の 点については,現 在,遺 伝子組み換え技術の進歩によ って,recombinantヒトIL2
の大量入手 も可能 とな り,問 題は解 決 された。
また,2)の 点について も,前 章 で述 べたよ うに,IL2の 投与方法 を工夫 することによ って
invivoに おいてもIL2の 効果 が期待 で きる ことが明 らかとな った。
残 る問題 は,IL2が 直接 的に又 は何 らかの免疫療法 との協同 によ って,inviv。での抗腫瘍
効果を増強発現 させ ることができるか否 かとい う問題で ある。
Cheeverらはinvitroで長期培養 したkillerT細胞 クロー ンと工L2を 用い ることによ っ
て,癌 の治療が可能であ ることを始めて報告 したま1)しか し,こ の系で用い られてい るFBL-
3は正常 マウスでは継代不 可能な特殊 なモデルであ り,こ の治療 モデルが全 ての癌 に応用 可能 で
あるか否かは断言 し難 い。 また,こ の系はFBL-3をi.p.移 植 しlCTLもi .P.移入 した,
いわゆるlocaladoptiveimmun。therapyの系 であ り,IL2のinvivo投 与が全身的な癌
の免疫療法 に も有効で あるか否かは まだ明 らかにされ てい ない。
そこで本章で筆者は,invivo効 果発現 のために有効で ある徐放的IL2の 投与 とLAK細 胞
との併用によ る局所でのadoptiveimmunotherapyについて始めに検 討 した詳→δ)
また・C57BL/もマウス 白血病細胞MBL-2を 用いた全 身的な治療 モデルを確 立 し,IL2
のinvivo投 与が全 身的な癌 の治療 系において も有効 であるか否 かについて も検索 した。97'98)
さ ら に,IL2の 単独投与 による抗 腫瘍効果 についても合 わせ て検討 を加え た。
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第2節RecombinantIL2とLAK細 胞 の 併 用 に よ る 抗 腫 瘍 効 果
前章で述 べたように,IL2の 一 回投与で は投与8時 間後 に血 中のIL2活 性 は消失 し,充 分
なIL2のinvivo効 果 を期待することはで きない。 しか し,IL2を 浸透圧 ポ ンプか ら徐放 的
に投 与す ることに よって,血 中IL2濃 度を長時間維持で きるのみ な らず,invivoに おいて,
LAK細 胞 のviability及びcytotoxicityを維持で きることが明 らか となった。そこで,本 節
においては,IL2の 徐放 的投 与 とLAK細 胞 のinvivo移入に よ って癌の治療が可能であるか
否 かについて検討 した。
C57BL/6マウスに同系 白血病細胞 であるEL4(2×104)をi.p.接 種 し,図8--1に 示 し
たよ うな各種 の治療 を行 った。Salineのみ を含 む浸 透圧 ポ ンプを移入 した対照群ではEL4接
種22日後 に全例 が死亡 した。 また,IL,2単 独及 びLAK細 胞 単独投与群 において も,有 意な延
命効果は認 め られ なか った。IL2の 頻 回投与(6660U×3)とLAK細 胞 との併用 によ っては
平均生存率 が25.8日にやや延長 されたが統計 的には有意 な ものではなか った。 しか し,IL2
(20000U)を浸透圧 ポンプか ら徐放的 に投与 し,LAK細 胞 をEL4に 対 して200=1の 割合 で
移 入 した群に おいて は,著 明 な延命効果 が認 め られ,約30%の マ ウスは完治 した。
100・ ….・
80
夏6。
Σお
メ40
20
?
?
」
?
ー
?
一一 一ASz-sallne
・....Alz-IL2
be_-Arz+IL2
一馴一・oAlz-5aline十LへK
◎一噌一◎Alz曽IL2 ≡翻
tP<O.Ol
tiP<O.05
亀
::r.'etrts、 ・t
01020304050
Deys
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第3節MBL--2を 用 し・たsystemicad。ptivechem。i㎜un。therapyモ デ
ル の 確 立
前節 において,LAKとIL2を 用いたEL4白 血病細胞 の局所での癌 治療モデルの確立につ
いて述べた。しか し,IL2の 癌治療へ の応用 が可能 であるか否かを確かめ るためには,IL2が
全 身的 な癌 治療 効果 を増強 しうるか否 かについて検 討す る必 要があ る。
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そ こで,本 節ではC57BL/6マ ウス由来 白血病細胞を用 いたsystemicadoptive・-
chemoim㎜otherapyモデルの確立を 目的 と して実験を行 った。
C57BL/6マウスをMMC処 理 したMBL-2(5×106)で 二回免疫 した後に,各 細胞数 の
MBL-2生 細胞 を移植 する と,図8-2に 示 したよ うに,免 疫C57BL,/6マウスは2×10亨
5×106個,い ずれ のMBL-2の 接種 した場合 に も完全 にMBL-2の 増殖 を阻止 した。107個
のMBL-2を 接種 した場合 には,免 疫 マウスにおいて もMBL-2は 生着 したが,対 照群 に比
較す ると,著 明 な増殖の抑制 が認 め られた。従 って,MMC処 理MBL-2でC57Bレ 給マウス
をinvivo免 疫す ることによ って,同 系腫瘍 に対す る抗腫瘍エ フェクター細胞 が誘導 可能であ
る ことが確 認 された。
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MBL-2免 疫C57BLx/6マ ウスの腹腔 内浸 出細胞及 び脾細胞 のMB五 一2に 対す る
cytotoxicityを検索 した結果,腹 腔 内マ クロファー ジや腹腔 内T細 胞 は強いeyt。t。xicity
を示 したが,免 疫 マウス脾細胞に は強 いcytotoxicityは認 め られ なか った(図8-3)。
しか し・最近・inVitrOにおけるcytOtOXiCityとinViVOにお ける抗 腫瘍 活性 は必ず し
も一致 しな いことが報告 されてお り,invitroではcyt。toxicityを示 さない免疫 マ ウス脾細
胞 もinvivOにおいては強 い抗腫瘍 活性 を示す可能性 がある。
図8-4は,こ の点 に関 して検討 した結果 であ る。C57BL/6マ ウスにMBL・-2(2×106)
をi.d。接種 し,腫 瘍塊 が約S・-10rmに達 した,7日 後か ら治療を 開始 した。Cyclophospamide
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(CY)の み,免 疫脾細胞(IM--spl)
のみでは,い ずれの場合に もMBL-2
の増殖抑制は認め られなか った。 しか
し,CY投 与と,IM-splとの併用に
よ って著明な抗 腫瘍 効果 が認 め られ,
IM-splを1015×10?2×107個移
入 した場合 にはそれぞれ,100%,
100%,80%の割合で担癌 マウスは完
治 した。 しか し,IM-spl,107個の
移 入ではCYと 併用 した場合 において
も著 明な治療効果 は期待で きなか った。
また,図8-5に 示 したように,本
治療 モデル において はCY25pz9/ks及び
50囎/kgの投与 では,IM-splの抗腫
瘍効果 は期待 できず,CY100昭/kヨ以
上 の投与 が必要 であることが確認 され
た。
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Fig.8-5.Effectofcyclophosphamide
onadoptivechemoimmunotherapy・
第4節RecombinantIL2の 徐 放 的 投 与 に よ るsystemic
adoptivechemoimmunotherapyの増 強
前節 で述べたように,IM-spl107個とCYと の併用 によっては著明 な抗腫瘍効果は認め られ
なか った。 しか し,も し,invivoのIL2投 与 によ って,腫 瘍局所に到達 したIM-splの 増
殖 が促 が されれば,少 数 のエフェクター細胞 の移入 によって も,強 い抗腫瘍 効果 が期待 で きるは
ずで ある。 そこで,CY投 与MBL--2担 癌 マウスに107個のIM-splを移入 し,さ らにIL2
を徐放的 に投与す ることによ って,systemicadoptivechemoimmunotherapyが増強 可能で
あるか否か につ いて検討 した。
腹部皮 内にMBL-2(2×IO6)を 接種 した担癌 マウスにCY及 びIM-spl(107)を用 い
た治療を行 った場合,20%の マウス しか治療 せず,こ の方法 とIL2(21000U)一 回投 与 と
を併用 して も,そ の治癒率 の増加は認め られなか った。 しか し,IL2(3000U)を 腹 部 の腫
瘍周辺局所に毎 日,一 週間投 与す ることによ って,約80%の マ ウスが治癒 し,CYとIM-spl
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を用いた治療 の効果を増強す ることがで きた。 しか し,1]L2(3000U)を背部皮下か ら全身的
に投 与 した場合に は約40%のマウス しか治癒 しなか った。
これに対 して,IL2を 浸透圧ポ ンプか ら徐放的に投与 した場合 には,腫 瘍週辺局所及 び背部
皮下か ら投与 した場合 のいずれ にお いて も,そ れぞれ80%,60%のマウスが治癒 し,連 日のIL2
投与 よ りも,徐 放的IL2の 投与に よ り,さ らに効果的にadoptivechemoimmunotherapyの効
果を増強で きることが確認 され た(図8-6)。
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第5節RecombinantIL2の 腫 瘍 内 投 与 に よ る腫 瘍 増 殖 の 抑 制
C57BL/6マウス由来melanomaB16を用いて,IL2単 独投与 の腫蕩増殖 に対す る影響 を
検討 した。 その結果,B16(2×106)を接種 し,7日 後 か らIL2(3000U)を1週 間,腫 瘍局
所 に投与す ることによ って,著 明な腫瘍 の増殖抑制効果 が認 め られ た(図8-7)。 従 って,
IL2は 単独 でも宿主 の抵抗性 を高め,抗 腫瘍効果 を発現す ると思 われる。
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第6節 考 察
癌 の免疫療 法の一つ と して,adoptiveimmunotherapyがあり,従 来 はkillerT細胞を用
いて行なわれて きた。 しか し,同 系 腫瘍 に対 するkillerT細胞 の誘導 は必ず しも容易 なことで
はな く,こ の方法を用いた癌の免疫療法 は困難 であると考 え られて いた。
LAK細 胞 は,こ の問題 を解 消 した夢 のエフ ェクター細胞で あ り,invitroで大量に誘導 可
能で,か つ各種の癌細胞 に強いcytotoxicityを示す ことができる。従 って,LAK細 胞がin
viv。において も抗腫 瘍効果 を発現 で きれば,よ り簡 単なadoptiveimmunotherapyの実現が可
能にな るか も しれない。
LAK細 胞 はIL2に 対する依存性 が非常 に高 く,inviv。 投与 した場合には短時間で死 滅
して しま う。従 って,LAK細 胞単 独で抗腫瘍活性 を期待す ることは困難で あり,IL2と の併
用が必要 とされ る。 しか し,invivo投 与 されたIL2は 約3minの 半減期で ク リアラ ンス
され るため,IL2のinvivo効 果発現 のためには徐放的投与 が望 ま しいと考え られた。
EL4を 用いた局所 でのadoptiveimmunotherapyのモデル において,IL2の 頻回投与 と
L,AK細胞 との併用では,LAK細 胞単 独の場合 と同様 に,有 意 な延命効果が認 め られなか った
の も,IL.2が 投 与後 す ぐに ク リア ランス されたためと考 え られる。事実,IL2を 浸透圧ポ ン
プか ら徐 放的に投与 した場合 には,invivoIL2assayの 結果 と合致 して,LAK細 胞 との
併用によ って強い抗腫瘍効果 が認め られた。
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R。senbergらはLAK細 胞 とIL2の 投与 によ って,B16melanoma肺転 移が著 明に抑 制
され,LAK細 胞 が全身 的投 与によ って も有効 である ことを示 している界100)しか し,こ の系 に
おいては・移入 されたLAK細 胞 が肺 で補促 され,そ の後 に肺 の局所 でB16に対 して
cytotoxicityを示す特殊 な系であ ると思 われ,筆 者 の実験結果では,LAK細 胞は全 身的投与
で はさほど有効 では ない と思 われ る。従 って,将 来,LAK細 胞 とIL2の 併用によ る治療 が行
なわれ うるのであれば,脳 腫瘍や肝癌 等のlocaladoptiveimmunotherapyが可能な腫瘍 に限
られ ると思 われる。
MBL-2を 用 いたsystemicadoptivechemoimmunotherapyのモデルにお けるエフェク
ター細胞 は,他 の実験か らThy1,2大Ly1+,2+のkillerT前 駆細胞 であ ると考え られ,こ
の細胞 はinvitroではcytotoxicityを示 さないが,invivoに おいては強 い抗腫瘍活性 を
示 す ことがで きる。MBL-2免 疫 脾細胞 をinvitroで再 びMBL-2で 刺激す ることによ っ
て,MBL-2に 特異 的なkillerT細胞 が簡単 に誘導 できることよ り,IM-spl中 のkiller
T前 駆細胞 はMBL-2担 癌 マウスに移入 され た後,即 ちに腫瘍局所にh。mingし,そ の場で癌
抗原 の刺激を うけてkillerT細胞 に分化 し,invivoで 強い抗腫瘍 活性 を発 現す るもの と思
われ る。
これ まで多 くの研究者 によ り,adoptiveimmun。therapyの際 にCY投 与 の併用 が有効 であ
ることが示 され てお り,筆 者 も同様 の結果を得 たま01-104)CY投与 によ り担癌動物 のsuppressor
T細 胞が除去 され ることが報告 されてお り,CYの 癌治療増強効果の一因 と して考え られる。los)
しか し,ラ ッ トの系においてCY2Sm9/kg及び50M9/kgの投与によ って もsuppressorT細胞 が
除去 で きるのに対 し,106-107)MBL-2治縣1・ お・・ては100・7/ngy]上の投与 力,必要 な ことよ
り・adoptivechemoimmunotherapyにおけるCYの 役割 は単 にsupPressorT細胞の除去だ
けでは な く,癌 細胞に対す る直接的 な影響 もあ ると思われ る。
MBL-2を 用いた治療 系において,107個 のIM-splを 移入 した場合 には ,強 い抗腫瘍効
果 は認 め られなか った。 これは107個のIM-splに 含 まれるkillerT前駆細胞 が少 ないため
と思 われ る・ しか し・IL2を 腫瘍周辺 に投与す ること1・よ って,IM-、p・,107個とCYを 用
いた治療効果 が増強 され ることか ら,IL2はinvivoに おいて もkillerT細胞 の分化 又は増
殖を助 け,癌 治療効果を増強 させる ことがで きると思 われ る。
また,MBL-2を 用 いたsystemieadoptivechemoimmunotherapyの系 において も,徐
放的IL2投 与 の有効性 が証 明 され,今 後,人 の癌治療へIL2を 応用す る際に も,単 に1]L2
を大量投与す るのではな く,患 者の免疫状態 と照 らし合わせ,IL2を 人為 的 コ ントロールの下
に投与す ることが望 ま しい と考え られ る。
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IL2はConA等 の抗原刺激によ りhelperT細胞 から産生 され る可溶性 因子 であ り,そ の産
生kinetiesは種によ って異な る。ConAに 対 して高 い応答性を示す マウス脾細胞においては,
ConA刺激24時間以後に活発 なIL2の 吸収 が始ま り,48時間後の培養上清 中にはIL2活 性 は
検 出できない。 これに対 し,ConAに 比較的不応答性の ラ ッ トにおいては,培 養上清 中のIL2
活性 は48時間後 に ピークに達 し,そ れ以降 にIL2は 培養系か ら消失 する。
同種 白血病細胞RADA1に 対す る特異的killerT細胞 はIL2の 存在下で培養す ることによ
って約8ケ 月にわ たりcyt。t。xicityを失 うことな く長期継代維持す ることができた。 しか し,
同系 腫瘍BMC2に 対す るkillerT細胞 は約20日でその活性を失い,IL2の 存在下 で もさほ
ど長 く培養 す ることはで きなか った。InvitroでIL2の 存在下で分裂増殖 させ たkillerT
細胞 はinvivoに おいて も,強 い抗腫瘍活性を示 し,IL2が 癌 免疫療法へ 応用 可能 であるこ
とが強 く示唆 され た。
ConA刺激 ラ ッ ト脾細胞 培養上清 よ り得 たIL2を 硫安分画で濃縮 し,さ らにSephaerylS・一一
200で精製す ることによ り,ラ ッ トIL2は 分子量22,eOO～26,000のタ ンパク質 であることが
証 明 された。精 製 したIL2は,マ ウス脾細胞や リンパ節細胞 に対 してmitogeni。効果を示 し,
この効果 はα一MMの 添加 によ って阻害 され ない ことや,reeombinantIL2を用いて も同様
の効果 が観察 され ることか ら,混 在 す るConA等の影響 ではな く 工L2そ のものの効果であ る と
考 え られ る。脾細胞 や リンtxe節細胞 と異 な り,未 分 画胸腺細胞 はIL2に 対 して強い応答性 を示
さない。 しか し・胸腺細胞 をpercoll不連続密度勾配 でFr1,Fr2,Fr3の 三つの分 画に分離
す ることに より,低 比重 のFr2の胸腺T細 胞亜群 がIL2の 刺激に反応 して分裂 増殖 することが
明 らか とな った。
Fr1の 胸腺T細 胞亜群 はLylt2「PNA-'の 細胞 群か ら成 り,ConA,IL2い ずれの刺
激 に対 して も応答性を示 した。 これに対 して,Fr2,Fr3の 胸腺細胞 はいずれ もLy1-,2+,
PNA+の 細胞表面 マー カーを有 し,IL2単 独,ConA単 独の刺激 では分裂増殖を示 さなか っ
た。 しか し・IL2とConAの 両者 で刺 激 した場合 には,Fr1の 細胞 と同様に,Fr2の 細胞 も高
い応答性を示 した。Fr3の 胸腺細胞 は,C。nA,IL2,お よび両者のいずれの刺激 に対 しても
応答 性を示 さず・invitroで培養す ることによ って,他 の細胞群よ りも早期 に死滅す ることが
明 らか とな った。従 って,末 梢 リンパ球 は,Fr1又 はFr2の いすれかの胸腺細胞 亜群か ら導入
され・Fr3の 胸腺細胞 は胸腺 内で死滅す る細胞群で あると考え られ る。
IL2はT細 胞増殖活性 の他 に,各 種の癌細胞に対 してcytotoxicityを示すLAI(細胞 を誘
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十導す る作用 もある ことが示 され た
。]LAK細 胞は細胞 表面 マーカーか ら判断すればThy1.2
Ly2十,asialoGMrのkillerT細胞 と同様 のkillerT細胞 と同様 のkiller細胞であ るが
以下 の点でkillerT細胞 とは異 なると思われ る。
1)LAK細 胞はIL2刺 激2日 後に産生 され,killerT細 胞 の産生kinetiesよりも早 い。
2)KilユerT細胞は特異的 なcytotoxicityを示す が,LAK細 胞 は各種の癌細胞 に対 して
幅広 いcytotoxicityを示す。
3)KillerT細胞産生 に おいてはMφ の存在が不可欠であ るが,LAK細 胞誘導 においては
Mφ は不必要であ る。
脾 細胞 をIL2で 刺 激する ことによ りIFN一 γの産生 が促 が され,IFNの 産生 とLAK細
胞 の産生 との間には相関関係があ り,IFNの 産生 はIL2刺 激初期 に ピークに達す ることよ り,
LAK細 胞 産生 においては,killerT細胞 と同様 に培養 初期 のIFNの 産生 が必要 であると思
われる。
LAK細 胞 の誘導 は脾細胞 か らのみ な らず,マ ウス,メチル コラ ントレン誘発 肉腫BMC2,及
び ヒ ト胃癌 内に浸潤 した リンパ球 か らも可能 であ った。腫瘍 内浸潤 リンパ球 か ら誘導 したLAK
細胞 は脾細胞 か ら誘導 したLAK細 胞 と同様 に,T細 胞 マ_カ_(ヒ ト:OKT3考OKT8土
マウス=Thy1.2十・Ly2十)を有 したlargegrsnularユymphoeyte(LGL)であ った。 また,
このLAK細 胞 は脾細胞 か ら誘導 したLAK細 胞 よ りも強 いcytotoxicityを示 し,inviv。
に おいて も強 い抗腫瘍活性を示す ことが明 らか とな った。
LAK細 胞は膜表面上 の何 らか の分子で数多 くの癌細胞 を認識 し,破 壊す るもの と思 われ るが,
筆 者 は,LAK細 胞 に強 く反応 し,か つLAK活 性を阻害 しうるモ ノクロー ナル抗体,KBAを
作製 し,LAK細 胞の癌細胞 破壊機構について検討 した。LAK細 胞 のcytotoxicityassay
の際にKBA抗 体 を添加す ることによ り,LAK細 胞 と癌 細胞 とのbindingが阻害 され,LAK
活性 が強 く抑制 され ることよ り,KBA抗 体 はLAK細 胞 が癌細胞 にbindingするために必要 な
分 子に対す る抗体で あると考 えられる。KBA抗 体 で認 識 され る分 子は正常 リンパ系細胞 に もわ
ずかなが ら存在す るが,リ ンパ球をIL2で 活性化 する ことによ って,さ らに増強誘導 される こ
とよ り,筆 者 は この抗原をlymphokine-activatedcell--associated(LAA)antigenと名
ず けた。]LAA抗 原は分子量約180Kと95Kの2つ のsubunitからなる分子 か ら構成 され,
LAI(細胞 のcytotoxieityを阻害 するのみな らず,T細 胞 の種 々の免疫応答 も抑制す ることか
ら,T細 胞 の活性化 において も重要 な分子 であると考 え られ る。
IL2は 種 々の免疫調節作用 を有 し,癌 等 の治療 に有用 であると思 われ る。 しか し,実 際に こ
の応用 が実現 可能 であ るか否 かを検討す るため には,ま ず,IL2がinvivoに お いて も
invitroと同様 の作用を示す うるか否 かを確か めなければ いけない。筆 者は,IL2依 存的で
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強 いcytotoxicityを有 したLAK細 胞 と,可 溶性 因子 のみの通過が可能 なmillip。re
diffusionchamberの特製 を生 か した新 しいinvivoIL2活 性 の測定法 を開発 し,IL2
のinvivo効 果 について検討 した。 その結果,以 下 の点が明 らか とな った。
1)工1.2のinvivo投 与 によ り,濃 度依存的にLAK細 胞のviabilityが維持 され た。
2)IL,2のinviv。 投与 によ り,LAK細 胞のeytotoxicityもinvivoで維持す るこ
とができた。
3)IL2のinviv。 効果発現 のためには,II.2の 一 回投 与よ りも,浸 透圧 ポ ンプか らの
徐放的投与 が有効で ある。
Invivo投 与 され たIL2はs.e.投 与8時 聞後には血 中か ら消失 して しま う。 しか し,浸
透圧 ポ ンプか ら同量 のIL2を 徐放的に投与 した場合 には,投 与後96時間後 において も血 中IL2
活性を検 出す ることがで きた。 これ らの結果 か ら,IL2はinvivoに おいて も抗腫瘍活性を
有 したエフェクター細胞 のcytotoxicityやviabilityを維持 できることが証 明され,IL2の
invivOへの応用のためには投与方法の工 夫が必 要であ ることが示 された。 ■一
徐放的IL2の 投与によ り,新 しい癌の免疫療 法が可能 であるか否か について,ま ずLAK細
胞 との併用によ るlocaladoptiveimmunotherapyモデルを作製 し検討 した。LAK細 胞は
IL2に 対す る依存性 が高いためinvivoに 移入後,直 ちに死滅 し,LAK細 胞単独投与では
EL4担 癌マ ウスの治療 は困難 である。 また,IL2の 頻 回投与 とLAK細 胞 との併用に よ って
も良好な治療 結果を得 る ことはで きなか った。 しか し,浸 透圧 ポ ンプか らの徐放的IL2の 投与
とLAK細 胞 との併 用によ り,有 意な延 命効果 が認め られ,30%の マウスは完全治癒 した。
さらに,徐 放的IL2の 投与 がsystemicadoptiveimmunotherapyモデルに おいて も増強
効果 を示すか否かを,MBL-2を 用いた治療系 を確立 して検討 した。MBL-2で 免疫 した
C57B]L./6マウスの脾細胞(IM-spl)はinvitroにおいて はMBL-2に 対す るcytotoxicity
を示 さないが,invivoに おいてはCYと の併用 で強 い抗腫瘍活性を示す。 この治療系におけ
るinviv。 エ フェクター細胞 はThy1.2+,Ly1+,Ly2+のkillerT前駆細胞であ ると思 わ
れ,invivoに 移入 されたkiUerT前 駆細胞 が腫瘍局所でkillerT細胞に分化 し,MBL
-2を 破壊す る ものと思 われる。IM-spl,2×107個以上の移入に よってはCYと の併 用によ
る抗 腫瘍 効果 が期待で きるが,107個のIM-splの移入では,含 まれ るk且lerT前 駆細胞 の数
が少 な く充分 な治療結果を得 ることはで きなか った。 しか し,こ の系 において も,IO7個のIM-
splと徐放的IL2の 投与を併用す ることに よ って,顕 著 な治癒率 の増加 が認 め られた。従 って,
徐放 的IL2の 投与 によ って,invivo移 入 された抗腫瘍エ フェクターの クロ 一ーンの拡大 が可
能 であることが 強 く示唆 された。
また,IL2はB16腫 瘍 内に単独投与 した場合 に も強 い抗腫瘍効果 を示 す ことよ り,IL2は
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inviVQにおいて も,担 癌宿主 の抗腫瘍 エフ ェクター細胞 を直接的に活性化 で きることが推定
された。
以上 のことか ら,IL2は 投与方法に よっては,局 所的及び全 身的な癌 の免疫療法へ応用 可能
であることが強 く示唆 された。現在,遺 伝子組 み換え技術 の発展 によ り,IL2の 大量生産 も既
に可能 になってい ることか ら,今 後1〕L2徐 放剤等 を開発す ることによ って,IL2は 近い将来
必ず,癌 等の治療 薬 として有 用な ものになる と信ず る。
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第10章 実験材料及び方法
第1節 第2章 付 属 実 験
1-1動 物
C57BL/6マウス,A/Jマ ウスは船橋農場 よ り購入 し,SDラ ッ トは 日本チ ャールズ リバ ー
社 よ り購 入 した。使用 した動物 は全 て雄性で5～8週 令の ものを用いた。
1-一2培 地
RPMI1640培 地IO.49にペニ シ リンG(100U/e),硫 酸カナマイ シン(60μ9/nf),炭
酸水素 ナ トリウム(lm9/nf),HEPES(10mM),ピル ビン酸ナ トリウム(1μM),L一 グル
タ ミン(300Pt9/冠)を加え,1eの 脱水イ ン水に溶解 し,さ らに10%fetalcalfserum
(FCS)を 加え たものを培 地 として使用 した。
1-3癌 細胞
A系 マ ウス由来 白血病細胞RADA1はA/Jマ ウスに腹腔 内移植 し継代 した。 また,筆 者が
樹立 したメチル コラン トレン誘発 肉腫BMC2はC57BL・/6マウスにs.c.移植 し継代 した。
1-4リ ンパ球 の調整
脾臓,リ ンパ節 および胸腺 を動物か ら無菌的 に取 り出 し,培 地中で ピンセ ッ トで しごき,浮 遊
細胞 とす る。100×9で5分 聞遠心後,混 在す る赤血球を,0.83%NH4C1溶 液 くTris-HCl
緩衝液)で37℃,2分 間処理 して溶血 させ除去す る。直 ちに培 地で2回 洗浄 した リンパ球 を実験
に用 いた。
1--51nterlei止in2(IL2)の産 生
　
脾細胞 を5×10/冠 に調整 し,ラ ッ トの場合 は36-48時間,マ ウスの場合は24時間,ConA
(10μ9/nf)の存在下で培 養する。 培養後,4GO×9,10分 間遠心 し,培 養上清を集め,IL2
と して使用 した、
1-611」2a88ay
IL2活 性 はIL2依 存性T細 胞 ク ロー ン,T572を 用いて行 った。T572は 筆者によ り昭和
57年2月にC57BL/6マウスC。nAblastよ り軟寒天法にて クロー ン化 された細胞 である。
　T572細胞浮遊液(5×10/㎡)0.1meを96wellplateに分注 し,さ らにIL2sample
O.177・eを加 え,32時間培養後 の3H-thymidine(0.5μCi/well)の取 り込み 量を指標 と して
IL2活 性 を測定 した。
1-T同 種白血病細胞に対す るkiller細胞の誘導
同種 白血病細胞RADA1(107個)でC57BL/6マ ウスを,s.e,i.Pで2回 免疫 し,7-10
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日目の脾細胞 をkillerT細胞 と して用いた。
1-8同 系腫瘍 に対す るkillerT細胞の誘導
C57BL./6マウスに移植 継代 したBMC2肉 腫を無 菌的に摘出 し,Dispase(500U/nf)で
37℃,30分間処理 し浮遊細胞 と した後,さ らに60μ9/nfのmitomycinCで37℃,40分間処理 し
た細胞をstimulatorとして用い た。 マウス脾細胞5×106個とstimulat。r5x104個を2meの培
地 に懸濁 し,丸 底チ ューブ中で37℃,6日 間培養 し,BMC2に 対す るkillerT細胞 を誘導 し
た。
1-"9Wi皿 テ ス ト
前述 の方法で誘導 したk且lerT細 胞を ラ ッ トIL,2の存在下 で2週 間培養 し,分 裂増殖 させ
たkillerT細胞2×106個とBMC2104個 を混ぜ合 わせ,C57BL/6マ ウスにs.c.投与 し腫
瘍 の増殖を測定 した。対照群 として は,脾 細胞及 び脾細胞 をIL2で 培養 した ものを用 いた。
第2節 第3章 付 属 実 験
2-1Porooll不 連続密度勾配 による胸腺 細胞 の分離
動物,培 地,細 胞 の調整は第1節 の方法 に従 った。胸腺 を無 菌的に摘 出 し,5×107/nfの細胞
浮遊液に調整す る。Percoll不連続密度勾配は,フ ァルマ シア社のPerc。ll9溶に1.5M
NaCl1溶 を加 え100%Percoll溶液 と し,この溶液を10%FCS加RPMI培 地 で希釈 」
80%,67%,60%,55%Percollを作製 し,各 々2meずつを10nzeチューブに静 かに重 層 して不
連続密度勾配 を作成 した。 この密度勾配 に胸腺細胞浮遊液1meを重層 し,4℃,400×9で20分
間遠心 し,胸 腺細胞 亜群 を分離 した。 この方法を2回 くり返 し,0-55%,55-60%の画分 を混
ぜ合 わせ た細胞群 をFr1細 胞,60-67%の細胞群をFr2,67-80%の細胞群をFr3と して実 験に
用 いた。
2-2ラ ッ トIL2の 精製
ラ ッ ト脾細胞 を5×106/溺に調整 し,3%FCS,5×1{1-5M2-mercaptoethanolを含 む
培 地中で,36時間ConA(10μ9/nf)の存在下で培養す る。培養eXi400×9,10分間遠心 し1培 養
上清を集 め,直 ちに50%飽和 の硫安分画を行 う。4。Cで一晩放置 した後,沈 査 を遠 心除去 し,再
び50-90%飽和 の硫 安分画 を行 い,生 じた沈査 を最少量 のPBSで 溶 解す る。5乏 のPBSで2
回透析 したサ ンプル10meをSephaerylS-200ゲルろ過法 にて精製 し・得たIL2画 分を限外 ろ
過器(PM-10)を用 いて濃縮 し,再 びSephacrylS-200で精製 したものをIL2と して用いた。
2-31L2及 びConAに 対す る応答性
リンパ球を106/nfに調整 し,0.2meずつ96wellplateに分注 し,こ れに精製 したIL2
(450U/nf)又はConA(50μ9/nf)を10pte加え,各 時間37℃で培養する。反応終了4時 間前
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に3H-thymidi・・(0.5μCi/w・ll)を 加 え,Sk。t,。nセ 、レ・・一 ベ ス タ_に て 細 胞 を グ ラ ス
フ ィ ル タ ー に 回 収 し,フ ィ ル タ ー を 乾 燥後 トル エ ン シ ン チ レ ー タ ー5㎡ を 加 え た バ イ ア ル ビ ンに
移 し,Beckman液 体 シ ン チ レー ソ ヨ ンカ ウ ンタ ー に して 測 定 し た 。
2-4抗 体 と補 体 を 用 い たcytotoxicity
ら
脾細胞 浮遊 液(5×10/nf)と100倍希釈 したモノ クロー ナル抗Thy1,2抗体(OlacF7D5),
および4倍 希釈 したモル モ ッ ト血清 を1:1=1の 割合に混ぜ,即 ℃,40分 間 処 理 して 行 っ
た。
第3節 第4章 付 属 実 験
3-11L,2とCo皿Aに よ る皿itogenic反応
動物・培地・細胞調整並びに胸腺 細胞 の分 離等 について は前述 したの で略 く。胸腺細胞 のIL2
　
とC。nAに対す る応答性 は胸腺 細胞 浮遊 液(10/nf)0.2㎡に精製IL2(450U/nf)10μぞと
50ρ9/nfConA10屹を加え,37℃で32時間培養後,4時 間の3H-thymidineのとりこみ量を
測定 してお こな った。
3-2SIT活 性の測定
胸腺 細胞浮遊液(IO6/㎡)を0.2meずつ96wellplateに分注 し,培 養開始時及 び培養12時
間後 の細胞 のDNA合 成を4時 間の3H-thymidine(0.5μCi/well)の取 りこみ量を指標 と
してSIT活 性を測定 した。
3-3Thy1.2抗 原密度の検討
未分画及びPercoll分画胸腺 細胞を各濃度 のモ ノクローナル抗Thy1.2抗体 と補体 の存在下で
2-4の 方法で処理 し,ト リパ ンブルーdyeexclusionテス トによ り死細胞 を算定 し,Thy1.
2抗原 密度の検 討を行 った。
3-4細 胞表面 マー カー の検索方 法
胸腺 細胞 浮遊 液(106/ne)50μ6に抗Thy1.2抗体及 び抗Ly12,Ly2.2,抗体(愛 知がんセ ン
むター,高 橋 利思先生 よ り供与)SOpt4を加え,OC,30分 間incubateする。PBSで3回 洗浄
後,FITCラ ベル した抗 マウスimmunogloblin抗体(Dak。packF232)50μ6を加え,さ
らに0℃,30分 間incubateし,3回洗浄後,良 く水を切 り,50%グ リセ リンPBSに 懸濁 して
蛍光顕微鏡下で陽性細胞数を算定 した。PNAレ セプ ターの有無 はFITCラ ベ ル したPNAレ
クチ ン(東 北大学歯学部微生物学教室,熊 谷 勝男先生 よ り供与)を 用 い,同 様 の方法 で直接細胞
を蛍光 ラベル して陽性細胞 数を算定 した。
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第4節 第5章 付 属 実 験
4--1癌 細 胞
動 物,培 地,IL2精 製,IL2活 性 の 測 定 法 に つ い て は 略 く。 メ チ ル コ ラ ン ト レ ン誘 発 肉 腫
BMC2,BMC4,BMC6A,BMC8はC57BL./6マ ウ ス にs.c.移 植 継 代 した 。 ま た,
RADA1白 血 病 細 胞 はA/Jマ ウ ス にi.p.移 植 し継 代 し た 。 他 の 癌 細 胞,YAC-1(H-2a),
BW5147(H--2k),RL♂1(H-2d),P81K(H-2d),MethA(H-2d)は10%FCS加
PRMI1640培 地 中 でinvitro継 代 した 。
4-2Ly皿Ptiokine-activatedkiller(LAK)細 胞 の 誘 導
C57BL/ち マ ウ ス 脾 細 胞5×106個 を5x1〔∫一 5M,2-MEを 含 ん だ 培 地2meに 懸 濁 し,Costar
12wellplateに 分 注 し,SephaerylS--200ゲ ル ろ 過 法 で 精 製 し たIL2(450U/㎡)を
O.2me加え,4～5間 培 養 す る。 抗 原 の 存 在 下 でLAK細 胞 を 誘 導 す る 場 合 は,mitomycinC
処 理 し たBMC2,2×105個 加 え,IL2の 存 在 下 で 同 様 に 培 養 す る 。
4-3Cytotoxieityassay
Killer細胞 のcytotoxicityは橋 本 ら の3H-uridine法108)改良 法 に よ り 測 定 し た 。 癌 細 胞
を3H-uridine(1μCi/r,、.tii)の存 在 下8時 間 培 養 して 放 射 標 識 す る 。 こ の 癌 細 胞 浮 遊 液(104/
㎡)O.2nfを 加 え,37℃,18時 間 混 合 培 養 す る 。 培 養 後,チ ュー ブ を 遠 心 し,細 胞 を5%TCA
溶 液 で2回 洗 浄 し,TCA不 溶 解 性 画 分 を 得 る 。 さ らに こ の 画 分 にSoluen350(Paekard社)
O.2nfを加 え,一 晩 室 温 に 放 置 し溶 解 さ せ,ト ル エ ン シ ン チ レー タ ー に て バ イ ア ル ビ ン に 移 し,
残 存 放 射 活 性 を 測 定 し た 。%cytotoxieityは以 下 の 式 に よ り 算 出 した 。
癌細胞とkiller細胞を混合培養 した場合のcpm
%cytotoxicity-一(1一 )×100
癌細胞のみ培養した場合のcpm
4-41nterferon(IFN)assay
IFN活 性 は元 東北大学 医学 部細菌学教室(現 在,中 外製楽 中央研究所)斉 藤元男先生に測定
していただいた。L細 胞浮遊液(10/5.e)を50μ6とIFNsample50μ2をp!ateに分注 し,
37℃で24時間培養 する。培養後,牛 水庖 ウィルス(VSV)溶 液50μ6を加え,さ らに48時間培
養 し,VSVに よ り形成 され るプ ラーク数を数え,プ ラーク形成阻止活性 か らIFN活 性 を測定
した。109)
4-5抗 体 と補体によ るcytetoxicityテス ト
抗Thy1.2抗体(OlacF7D5),抗Ly1,2抗 体(Cedarlane,CG16),抗Ly2,2抗体
(CedarlaneAD4)および抗asialoGM1抗 体(東 北 大学 歯学 部微生物 学教室,熊 谷勝男先
生 よ り供与)を 用い,2-4の 方法 に従 い行 った。
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第5節 第6章 付 属 実 験
5-1癌 細 胞
BMC2,RADA1は1-3の 方法 で継代 した。 また,白 血病細胞MBL-2(H-2b) ,
YAC-1(H-2a)お よびMethAad細 胞 はinvitro培養で継代 した。MethAad細胞は浮
遊性MethAfibrosarcomaから筆者によ って樹立 されたsubeloneである。
5-2RecombinantinterleUkin2
遺伝子組み換え操作によ って作製 されたrecombinantIL2(r-IL2)は塩野義製薬 より
供与 された。 このr-IL2は5×106U/叩 の活性 を有 して いる。
5-3Hybridomaの 作製
C57BL/6マウス脾細胞 由来LAK細 胞,2×IO7個をi.p.投与す ることによ って,SDラ ッ
トを2週 間お きに2回 免疫 し,さ らに4x107個のLAK細 胞 でLp .,Lv.の 免疫 を行 った。最
終免疫3日 後 にラ ッ ト脾臓 を無 菌的に取 り出 し,1-4の 方法で脾細胞 浮遊液 を調整す る。脾細
胞 とマ ウスmyel。ma,P3x63Ag8.653との融合 はKohlerとMilsteinらの方法に従い,110)
脾細胞108個とP3×8.653,2×107個を50%ポ リエチ レング リコールを用いてmaeした.融 合後,
5×IO『5Mの2-MEを 含む培地 に懸濁 し,4枚 の96wellplateに0.2meずつ分注 した。翌 日,
培養上清100Pt4を静かに除去 し・100pt6のhypoxanthine(1.Ox1〔「4M),aminopterin
(4.Ox1〔「7M),thymidine(1.6x1〔r5M)を含むHAT培 地を加える。 この操作 を3日 お
きに繰 り返 し,RAT抵 抗性 のハ イブ リ ドーマーを選別 する。 ハイブ リドーマーのスク リーニ ン
グは後述 す るよ うに,培 養上清 中のLAK活 性阻害能 の有無 によ って行 い,活 性 を有 して いる抗
体 を塵生 す る細胞 は限界希釈法 によ って直ちに クロー ン化 した。
5--4Killer細胞 の誘導
LAK細 胞 はC57BL/6マウス脾細胞 を200U/nfのr-IL2の 存在下で4～5日 間培養 し
て誘導 した。活性化 マクロフ ァージ及 びNK細 胞はOK432(1KE/mouse,中外製 薬よ り供与)
投 与後3日 目の腹腔内浸出細胞 よ り得,シ ャー レ付着性 の細胞 群を活性化 マ クロファー ジとして,
また・ シャー レ及びナイ ロ ンウール非付着性 の細胞群 をNK細 胞 と して用 いた。 アロ抗原 に対す
るcytotoxicTlymphoeyte(CTL)はC57BL/6マウスをA/Jマ ウス脾細胞5x107個
で2回 免疫 し,5～8日 後 の脾細胞 をナイロ ンウール カラムを通過 させた細胞 を用 いた。
5--5モ ノク ローナル抗体 によるcytotoxicityの阻害
Cytotoxicityassayは96wellplateを用いた改良法で行 った。すなわ ち,4-3の 方
法で3H-uridineでラベル した癌細胞浮遊液(4×104/nf)0.1㎡とエフ ェクター細胞 の浮遊
液O.1meを丸底の96wellplateで,37℃,18時間培 養。培養後,Skatronセル ハーベ スタ
ーで細胞を回収 し.4-3の 方法で放射活性 を測定 し,%cytotoxicityを算定 した。 モノク
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ロ ー ナ ル 抗 体 のcytotoxieity阻害 活 性 を 検 索 す る 場 合 は 、 癌 細 胞 と エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を0・1nf
の 培 地 に 懸 濁 し,抗 体,0.1TTi,eの存 在 下 で 同 様 のcytotoxicityassayを行 な う こ と に よ って 阻
害 活 性 を 測 定 し た 。
5-6LAK細 胞 と 癌 細 胞 と のbindingassay
LAK細 胞(10シ 認)をIOPtジ,/neのazid。-fluoresceindiacetate(azido-EDA)で37℃,10分間 処 理 し・
蛍 光 ラベ ル され たLAK細 胞(5×105個)と 癌 細 胞(2×106個)を 混 合 し,100×9で5分 間 遠 心
し,ペ レ ッ トの ま ま23℃ で0.5～4時 間incubateす る 。 培 養 後,パ ス ツ ー ル ピペ ッ トで15回 軽
く撹 伴 し,蛍 光 顕 微 鏡 下 で 癌 細 胞 にbindingし た 蛍 光 ラベ ルLAK細 胞 の 割 合 を 算 定 す る 。%
bindingは以 下 の 式 で計 算 し た 。
癌細胞 にbindingした蛍光 ラベ ルLAK細 胞数
%binding=
全て の蛍光 ラベル され たLAK細 胞数
×100
5-7FACSanalyzerを 用 い た 肛owcytometry
Thy1.2,Ly1.2,Ly2,2抗 原 はBecton-Diekinson社 製 のFITCラ ベ ル 抗 体 を 用 い,
直 接 蛍 光 抗 体 法 で 調 べ た 。 す な わ ち,細 胞 の ペ レ ・ソ ト(106個)に,IOμ6の 各 抗 体 を 加 え,0℃,
30分間,incubateし,PBSで3回 洗 浄 後,FACSanalyzerを 用 い て 解 析 し た 。KBA抗 体
を 用 い る 場 合 は,リ ン パ 球 に ビ オ チ ン化KBA抗 体(100μ9/nf)20μぞ を 加 え,0℃,30分 間
incubateし,PBSで3回 洗 浄 後,細 胞 ペ レ ッ トにFITCア ビ ジ ン(船 越 社 製1m7/nfを50
倍 希 釈)100pt6を 加 え,さ ら に0℃,30分 間incubateし,PBSで3回 洗 浄 後,検 体 と して 用
い た 。FACSanalyzerを 用 い,104個 中 の 陽 性 率 を 算 定 し た 。
5-8抗 原 の 解 析
LAK細 胞 の 膜 表 面 をMitchellら の 方 法111)に従 い1251で ラ ベ ル し,0.5%NP-40を 含 む
NETbuffer(O、15MNaCl,O、04MEDTA,0.04MTris,0.2mMphenylmethyl
su工fonylfluoride)で可 溶 化,105000×9で1時 間 遠 心 し,膜 分 画 を 得 る 。 こ の 膜 分 画 か
ら 正 常 ラ ッ ト血 清,ウ サ ギ 抗 ラ ッ トimmunogloblin(Dakopack)およ び10%staphylococcus
aureusCowanI(SAC)溶 液 を 用 いて 非 特 異 的 に ラ ッ ト血 清 に 吸 着 す る 画 分 を 除 く 。 次 に
KBA抗 体 を 加 え,4℃ でovernight反応 させ,さ ら に ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト血 清 を 加 え,4℃,6時
間 放 置 し,免 疫 複 合 体 を 形 成 さ せ,SAC溶 液 を 加 え 免 疫 沈 降 させ る 。0.5%NP-40,0.1%
BSAお よ び10mMNalを 含 むNETbufferで5回 遠 心 洗 浄 後,2%sodiumdodeeyl
sulfate(SDS)中 で 加 熱 す る こ と に よ っ て 抗 原 を 溶 出 す る 。 こ のsampleをLaemmliら の
方 法1・2)に従 。 七,SDS-P。 ・y。,ry・、mid。g,・,・,,t,。ph。resi、(SDS-PAGE)を 行
い,さ らにKodakX-OmatARfilmを 用 いて オー トラジオグ ラフ ィーを行 い抗原解析 を行 っ
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た 。
第6節 第7章 付 属 実 験
6-1MillipOrediffusionchamber
直径13nvn,厚さ2imnで針穴 のついたプ ラスチ ック リング(Millipore社)を70%エタノール
で滅菌 し,こ の両面にオー トク レープ滅菌 した ミリポア フィルター(O.22Ptm)を張 り合 わせ る。
針穴 か ら0.1nzeの細胞 浮遊液 を加え,MFセ メ ン ト(M且lipore社)で 穴を と じ実験に用い る。
6-21■vivoIL2活 性の測定 法
1)LAK細 胞 のviability維持 効果=LAK細 胞 を200U/i,ieのIL2と3H-uridine
(1μCi/㎡)の存在下 で8時 間培養 して3Hラベルす る。このLAK細 胞5×104個 をO.1nfの
salineに懸濁 し,diffusoinchamberに封入,直 ちにC57BL/6マウス腹腔 内に外科的手術を
施 し移植す る。 マウスにIL2又 はsalineをi.p.投与 し,24時間後に再 びchamberを取 り出し
chamber内LAK細胞 の残存放射活性を測定す る。%viabilityは以下 の式で算 出 した。
Chamber内か ら回収 され たLAK細 胞のcpm
%viability-×100
Chamber内に封入 した]LAK細胞のcpm
2)LAK細 胞 のcytotoxicity維持効果:非 標識のLAK細 胞5×106個をchamber内に封入
し,マ ウス腹腔 内に移植後,上 述の方法 と同様の方法で処置 し,ehamber内のLAK細 胞を20
時間後 に回収 して,そ のEL4に 対するcytot。xicityを測定 した。
6-31]L2の 徐放的 投与
RecombinantIL2(105U/nf)を200pt6封入 したALZET社 ミニ浸透圧 ポ ンプ(モ デル
2001)を皮下又 は腹腔 内に移植 し,IL2を 徐放的に投与 した。 この浸透圧ポ ンプは1μe/hr
の速 度で内容物 が徐放 的に放出 され るようにな って いる。
6-4血 中IL2活 性 の測定
IL2投 与 したマ ウス血清 をsalineで4倍希 釈 し,0.22μ4のミリポア フィル ターを用い滅
菌 し,一・80℃に保 存する。 このsampleを培 地で2倍 希釈 し,各 々のIL.2活性 を1-6の 方法
で測定 する。IL2unitは アメ リカNIHのJurkatIL2を1unitと した。
第7節 第8章 付 属 実 験
了一1ReeombinantIL2とLAK細 胞 の併用 によるadoptiveimmunotherapy
C57BIv'6マウス脾細胞(5×106/nf)を200U/nfのr-IL2の 存在下 で5日 間培養 し
LAK細 胞を誘導 した。EL4,2×IO4個をi.p.移植 したマウスを翌H,以 下 の方法 で麺置 し治
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療 を行 った。①saline封入浸透圧 ポ ンプのみを腹腔内移植す る。② 浸=透圧 ポ ンプを腹腔 内移植
し,さ らにIL2とLAK細 胞をi.p.投 与す る。③IL2封 入浸透圧 ポ ンプのみを移植す る。
④salineを封 入 した浸透圧 ポ ンプを移植 し,LAK細 胞をi.p.投与す る。⑤ 工L2を 封入 した
浸透圧 ポ ンプを移植 し,LAK細 胞 をi.P.投与す る。
T-2M肌 一2を 用 し・たsystemicad。ptivechem。i皿un。the1靭
C57BL/6マウスを60μ9/meのmitomycinCで30分処理 したMBL-2(5×IO6個)で2
　
回免疫 し,さ らに5×10個 のMBL・一一2で最終 免疫,8日 後の脾細胞 を免疫脾細胞 と して用い た。
C57BL/6マウスに2x106個のMBL-2を 腹 部皮 内に移植,7日 目にCY100Mg/kgをi.P.
投与 し,翌 日さ らに各細胞数 のIM-splをi.v.移入 して治療 実験 を行 った。腫蕩の増殖は,腫
瘍 の長径 と短径を測定 し,そ の平均値 で表 わ した。
7-3徐 放 的IL2の 投与
IL2を 封 入 した浸透圧 ポ ンプを6-3の 方法 で作製 し,腹 部の腫瘍周 辺局所又 は背 部の腫瘍
遠隔部位に皮下移植 し,徐 放的IL2の 投与を行 い,治 療増強効果を検討 した.
T--41L2の 腫瘍 内投与
B16melanomaのi.v.移植を繰 り返 して得 られたsubcloneB16-metaを2×106個,
C57BL/6マウスの腹部皮内 に移植 し,7日 後 か らIL2を3000U,毎 日腫瘍 内投 与 して治療
を行 った。
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